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(57) Sang ché& dé cap dén hgp chét levoisovalerylspiramyxin, phuong phép dieu

ché va ché phdm chita ching. Hop cht levoisovalerylspiramyxin nay dugc chon

trong s6 levoisovalerylspiramyxin I, II hoac IIL Ché pham chita hgp chat

levoisovalerylspiramyxin va chdt mang dugc dung, trong d6 do tinh khiét cla

levoisovalerylspiramyxin I, II hoac III 1a 16n hon 90% trong lugng. Hop chat

levoisovalerylspiramyxin c6 hoat tinh khing khuin manh va ché phim & dang

dung dich, bot hozc bot dong kho nhanh ding dé tiem.
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Linh vwc ki thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén thubc khang sinh phan tir vong 16n méi duoc bao ché theo k§
thuat di truyén, cu thé, sang ché d& cap dén levoisovalerylspiramyxin I, IT hogc 111, va tinh

thé, duoc phdm va phuong phap diéu ché chiing dé dung trong thudc chdng nhiém khuan.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Thubc khang sinh phén tir vong 16n déng vai trd quan trong trong 1m sang do chiing
¢6 hoat tinh manh déi vé6i céc vi khuén gram duong, va ca mot s6 vi khuan gram am va
con ¢6 hoat tinh khang khuan manh va c6 kha ning thdm qua mo ddi véi cac tac nhan gay
bénh khong kiém so4t duoc nhu mét sb tring cong va Legionella ngay cang lan truyén
bénh dich. Duoc dic trung bai do hap thu nhanh khi dung qua dudng miéng, c6 it phan
ang bét loi, thude khang sinh phan tir vong 16n hau nhu khéng anh huéng dén gan va than,
ma ¢6 chic niang didu hoa midn dich tiém tang. Vao nhitng nam chin muoi, thudc khang
sinh phan tir vong 16n duoc coi 1a thudc canh tranh véi cac thudc B-lactam trong viée didu
tri cac bénh nhiém khuan duong hé hap & ngudi 16n.

Tinh khong d6i xtng 1a thudc tinh co ban cta vat thé ba chiéu va mot trong s cac
thudc tinh thiét yéu cta tu nhién. Céc dai phan tir sinh hoc bao gdm protein, polysacarit,
axit nucleic va enzym, 1a nén tang quan trong ciia hoat dong sdng, thudng cé cic chirc
nang sinh ly quan trong. Thubc khong dbi xung 13 cap chat dong phan déi anh cta dbi
trong nguyén liéu va anh chiéu qua guong thu dugc sau khi cAu tric phan tir cua thude
duoc dua vao tam khong ddi xang. Céc chét ddng phan dbi anh nay hau nhu gidng nhau
vé dac tinh héa 1y nhung khac nhau vé hoat tinh quay quang. Céc chat ddng phan dbi anh
lan luot duoc goi 1a loai R (quay phai) hodc loai S (quay trai), va triét quang. Trong vong
20 ndm tro lai day, do cac nghién cuu dugc hoc dugc tién hanh mot cach thau déo hon, da
ching minh duoc ring su khéc biét vé 4i luc cua chét dong phan ddi anh cua thude véi thu
thé 12 so su khéc biét vé do chon loc lap thé cua chit ddng phan d6i anh cua thude, dan
dén su khac biét dang ké v tac dung dugc ly. Chat dong phan déi anh c6 hoat tinh manh
trong sb cac thube khong ddi ximg dugc goi 1a eutome; con chét ddng phan dbi anh khong

6 hodc ¢6 hoat tinh thip duoc goi la distome. Trong nhiéu truong hop, distome khong chi
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khong c¢6 tac dung dugc ly, ma con [am giam hoat tinh ctia eutome. D6i khi, cac phan ung
phu gay doc nghiém trong ciing xay ra, cho thdy do phirc tap ctia suw khac biét vé chirc
nang dugc Iy va x4c dinh mic do khac biét dang ké vé chi sb didu tri cua timg chit dong
phan d&i anh va hén hop triét quang ctia chiing. Vi du, tdc dung chita bénh da biét cua
DL-(+-) syntomyxin bdng mdt nira tac dung chita bénh cta D(-) cloramphenicol; hoat tinh
duoc 1y ciia chit ddng phan L propranolol manh hon 100 I4n hoat tinh ciia ch4t ddng phén
D; (-) adanon la thudc giam dau manh trong khi dang (+) lai khong c6 tac dung nay. Ngoai
ra, cling ¢ su khéac biét vé doc tinh. Vi du, hai chdt dong phan déi anh cta thalidomit co
tac dung an than giéng nhau dbi véi chudt, nhung chi chat déng phan S(-) va chat chuyén
héa ctia chung c6 kha nang gay doc ddi véi thai va sinh quai thai; ketamin duoc str dung
mdt cach rong rai lam thude gdy mé va thube giam dau, nhung c6 céc tac dung phu nhu bi
4o giac. Cac nghién ctiu cho thiy chéat dong phan S (+) c6 tic dung manh gip 3 dén 4 lan
S0 v6i chét ddng phan R(-) va céc tac dung phu gay doc chi xudt hién & chit dong phan
R(-). Su khéc biét dang ké vé tac dung chita bénh cla cac thudc khong ddi xtng da thic
day viéc nghién ctru va phat trién thudc khong doi xtng va viéc phat trién phép phan tich
tach. Bang cach ap dung k¥ thuat “khong d6i ximg”, cac tac gia sang ché c6 thé loai bo
cac dang khong cé tac dung hodc cac tac dung phu giy ddc ra khoi thudc mot cach hiru
hiéu va tao ra thubc khong déi xtmg tinh khiét voi cAu trac don 1é va dinh hudng, do do
tao ra cac thanh phan duogc tinh tinh khiét hon, ddy manh thém tac dung chita bénh va rut
ngin thoi gian didu tri bénh. Vi vay, viéc nghién clu vé thudc khong dbi xung da tro
thanh mot trong sb cac phuong phap méi dé nghién ctiu dugc phdm mdi trén toan thé gidi.
Céac chinh phu va tap doan duogc phém d3 dau tu rat manh vao cac linh vuc nhu bao ché
thudc khong ddi ximg, nguyén liéu khong ddi ximg va san pham trung gian khong dbi
xtng dé nghién ctru va phat trién, nhdm muc dich chiém linh dia vi thdng trj trén thi
truong duoc phdm khong déi xang. Ngoai ra, cing véi su cai tién khong ngirg cua k§
thuat khong ddi xtmg, dac biét 1a viéc 4p dung rong rdi va nhanh chong ciia phuong phap
sdc ky long, phan tich tach va xé4c dinh cac chét ddng phan doi anh ctia thudc khong dbi
ximg cling dugc thuc ddy. Thube khong dbi ximg cua ting chit dong phan déi anh da

duoc str dung mot cach rong rai.

Carimyxin 13 din xuit mdi cla spiramyxin dugc phét trién bang cach ap dung k¥
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thuat di truyén, ban ddu dugc goi 13 spiramyxin sinh hoc va trudc day dugc goi la
biotechmyxin [Patent sb: Z197104440.6]. Theo tai liéu “Rules for Chinese Approved
Drug Names”, va dua trén viéc xem xét cac dac tinh ky thuat va x4c nhan ctia Hoi déng
Duogc dién Trung Qubc (Chinese Pharmacopoeia Commission), tén gbc cua spiramyxin
sinh hoc dugc ddi thanh carimyxin. Cau tao héa hoc cia carimyxin chu yéu gbém
4”-isovalerylspiramyxin, bao gdbm 4”-isovalerylspiramyxin I, II, III, va khoang 6 loai

spiramyxin axyl hoa & 4”-hydroxy, vi vy c6 tén hoa hoc la 4”-axylspiramyxin.

Cong thuc cu tao héa hoc ctia carimyxin dugc thé hién trong cong thic (1):

% o % T

M

trong dé: R trong isovalerylspiramyxin I 1a H; R trong isovalerylspiramyxin II 1a

COCHjs, R trong isovalerylspiramyxin III la COCH,CH;.

Carimyxin 1 thudc khang sinh phan tir vong 16n ¢6 nhan gdm 16 canh, c6 kha ning
trc ché qué trinh tdng hop protein bing cach két hop véi ribosom ctia vi khuan.

Nghién ctru duge dong hoc cho thdy ring cac thanh phan hiru hiéu cta carimyxin c6
hoat tinh chu yéu 1a isovalerylspiramyxin I, II va III. Carimyxin chuyén héa mot cach
nhanh chéng thanh spiramyxin in vivo. Theo AUC,, cta thude gdc isovalerylspiramyxin I,
II va III va chit chuyén hoa hoat tinh spiramyxin I, II va III, do sinh kha dung tuyét dbi
khi dung qua dudng miéng trung binh bang 91,6%. D3 ¢ thong bio rang do sinh kha
dung tuyét dbi cua spiramyxin khi ding qua duong miéng nam trong khoang tir 30 dén
40% (Frydman AM et al J Antimicrob Chemother.1988,22(suppl B):93-103). D3 phat hién
ra rang isovalerylspiramyxin cai thién mot cach rd rang do sinh kha dung cua thanh phan
hoat tinh spiramyxin. Liéu don carimyxin duoc loai bé mot cach tir tr. Ty, nam trong

khoang tir 23 dén 27 gio.

Céc két qua thr nghiém in vitro chi ra rang carimyxin 1a hitu hiéu doi véi vi khuan

gram duong, ddc biét la mot s& vi khuén khang thudc nhu Staphylococcus aureus khang
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B-lactam va Staphylococcus aureus khang erythroxin, va khong khang chéo mot cach r6
rang voi cac loai thube tuong tu. Trong khi d6, carimyxin ¢6 hoat tinh khang khudn véi
Mycoplasma va Chlamydia, cling nhu mot s vi khuan gram am, c6 hoat tinh khang
khudn manh va c6 kha nang thdm qua mé trung cong va Legionella gdy bénh dich, va van
¢6 chiic nang didu hoa mién dich tiém nang. Hoat tinh khang khudn in vivo ndy manh hon
nhiéu hoat tinh khang khuén in vitro (ZL200310122420.9). Nghién ctru 1dm sang cho thy
rang viéc dung vién nén carimyxin véi lidu lugng nam trong khoang tir 200mg dén 400mg
hang ngay trong thdi gian tir 5 dén 7 ngay 1a thich hop dé diéu tri bénh viém hong cAp tinh
do vi khuan va bénh viém amidan c6 mu cap do Streptococcus sinh mu gay ra; bénh viém
xoang do vi khuan va viém phé quan cap tinh do vi khuin nhay cam giy ra; bénh viém
phdi nhe do Streptococcus pneumonia, Haemophilus influenza va Mycoplasma pneumonia
gdy ra; bénh viém niéu dao khong do lau do Mycoplasma va Chlamydia gy ra; cac bénh
truyén nhim nhu nhim khuan da va mé mém, bénh viém quanh ring va bénh viém tai

gifta do vi khudn nhay cam gay ra. Tong ty 1& hitu hiéu bang 92,68%.

Nghién ciru 1am sang chimg minh rang carimyxin 1a thudc khang sinh an toan va hitu
hiéu khi dung qua dudng miéng. Tuy nhién, do carimyxin 1a san phdm thu dugc theo quy
trinh 1én men va [a thudc da thanh phan, rdt kho dé tach va tinh ché tiép céc thudc da
thanh phan. Phuong phap HPLC hién nay c6 thé tach nhiéu loai axylspirmyxin trong mau
carimyxin, vi du, mic do tdch isovalerylspiramyxin II va isobutyrylspiramyxin III,
isobutyrylspiramyxin II va propionylspiramyxin III, propionylspiramyxin III va thanh
phan nay, propionylspiramyxin II va axetyl spiramyxin III 1a cao hon 1,5 so véi mirc d
quy dinh trong Duoc dién Trung Qudc, trong khi mirc do tach axetyl spiramyxin III va
thanh phan nay bang 1,2.

Qua nhiu nghién ctru va didu chinh va t6i uu hoa cac diéu kién nudi cdy va diéu
kién 1én men, cac tac gia sang ché thu dugc levocarimyxin, 13 chit c6 hoat tinh chdng

nhim khuin manh hon.

Hién nay, phuong phap HPLC duoc 4p dung va dd xac dinh dugc ring carimyxin
gdm 9 thanh phan axylspiramyxin, bao gbdm isovalerylspiramyxin (I+II+III), ¢c6 mat véi
tdng luong khong nhd hon 60%, va axylspiramyxin, c6 mit véi téng luong khong nho

hon 80%. Diéu twong dbi khé 14 phai dap Gng tiéu chuan kiém soat chat lugng cia thude
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tiém chira thubc khang sinh da thanh phin duoc bao ché theo quy trinh 1én men, nhung
viée tiém thudng c6 tac dung nhanh déi voi bénh nhan nguy kich va cac bénh nhan khong
thé dung qua dudng miéng, do vay ché phdm mot thanh phan chira isovalerylspiramyxin
cd y nghia vo cung quan trong. Theo sang ché, nhd cac nghién ciru tiép vé levocarimyxin,
thu duoc thanh phan duy nhét 14 levoisovalerylspiramyxin I ¢6 do tinh khiét cao dén 98%

trong luong.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Theo muc dich tht nhdt, sang ché dé& xult levoisovalerylspiramyxin I,

levoisovalerylspiramyxin Il va levoisovalerylspiramyxin III.

Theo muc dich tha hai, sang ché dé& xudt ché phiam lan luot chia

levoisovalerylspiramyxin I, levoisovalerylspiramyxin Il va levoisovalerylspiramyxin III.

Theo muc dich thi ba, sing ché d& xudt phuong phap didu ché

levoisovalerylspiramyxin I, levoisovalerylspiramyxin II va levoisovalerylspiramyxin III.

Theo muc dich thtr tu, sang ché d& xuét viée s dung levoisovalerylspiramyxin I,

levoisovalerylspiramyxin II va levoisovalerylspiramyxin III.

Theo muc dich ther nam, sang ché dé xuit levoisovalerylspiramyxin I,
levoisovalerylspiramyxin II va levoisovalerylspiramyxin III ¢ dang tinh thé, cling nhu ché

pham lan lugt chira cac dang tinh thé nay.
Pé dat duoc muc cta sang ché, quy trinh k¥ thuat sau dugc ap dung:

Sang ché dé cap dén hop chét levoisovalerylspiramyxin I, cdng thire cAu tao hoa hoc

ctia nd dugce thé hién bang cong thuc (1):

o

M

Do quay quang riéng [a]p nam trong khoang tir -49° dén -62°, tot hon 1a nim trong

khoang tir -51° dén -60°, tlr -60° dén -62°, t6t hon nira 1a nam trong khoang tir -51° dén
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-58°, tir -53° dén -58°, t6t hon nita 12 nAm trong khoang tir -55° dén -58°, - 55° dén -57°,
tir -58° dén -60°, tir -51° dén -55°, tot hon nita 1 ndm trong khoang tlr -53° dén -55°, t6t
hon nita 1a ndm trong khoang tur -49° dén -51° (C=0,02g/ml, CHCl;, 25°C, A=589,3nm);
va nhiét dd néng chay nidm trong khoang tir 116 dén 122°C, t6t hon la nim trong khoang
tir 118 dén 120°C;

Sang ché dé cap dén hop chat levoisovalerylspiramyxin II, cong thirc ciu tao héa hoc

cuia n6 dugce thé hién bang cong thie (11):

(I1)

Do quay quang riéng [o]pndm trong khoang tir -55° dén -61°, tot hon 13, nAm trong
khoang tur -57° dén -59° (C=0,02g/ml, CHCls, 25°C, A=589,3nm); va nhiét d0 nong chay
ndm trong khoang tir 120 dén 128°C, &t hon 13, 123 dén 125°C;

Sang ché d& cap dén hop chét levoisovalerylspiramyxin III, cong thirc ciu tao hoa

hoc ctia né dugc thé hién bang cong thirc (111):

(1)

D6 quay quang riéng [o]p ndm trong khoang tir (-)-49° dén -51° (C=0,02g/ml, CHCl,,
25°C, A=589,3nm); va nhiét do nong chay nam trong khoang tir 116°C dén 118°C;

Sang ché dé cap dén ché pham chira hop chat levoisovalerylspiramyxin I, trong dé:
ché phim nay chira levoisovalerylspiramyxin I, mudi duoc dung cua isovalerylspiramyxin
I, isovalerylspiramyxin [ va chdt bd tro duoc dung, hodc mudi dugc dung cua

isovalerylspiramyxin I va chit bd trg dugc dung, trong dé do tinh khiét cua
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isovalerylspiramyxin I Ién hon 90% trong lugng, t&t hon néu 16n hon 95% trong luong, va

t6t hon nira néu 16n hon 98% trong luong;

Sang ché dé cap dén ché pham chira hop chét levoisovalerylspiramyxin II, trong do:
ché phdm nay cha isovalerylspiramyxin II, mudi dugc dung ctia isovalerylspiramyxin I,
isovalerylspiramyxin I va chdt bd tro dugc dung, hodc mudi duge dung cua
isovalerylspiramyxin II va chdt bd trg duogc dung, trong d6 do¢ tinh khiét cua
isovalerylspiramyxin II 16n hon 90% trong luong, t6t hon néu 16n hon 95% trong lugng,

va tét hon nira néu 16n hon 98% trong lugng;

Sang ché d& cap dén ché phidm chira hop chét levoisovalerylspiramyxin III, trong do:
ché phdm nay chira isovalerylspiramyxin III, mudi dugc dung cia isovalerylspiramyxin
I, isovalerylspiramyxin III va chit bd tro dugc dung, hodc mubi duoc dung cua
isovalerylspiramyxin III va chit bd tro dugc dung, trong d6 do tinh khiét cta
isovalerylspiramyxin IIT 16n hon 90% trong lugng, tt hon néu 16n hon 95% trong luong,

va tdt hon nita néu I6n hon 98% trong luong.

Theo quy trinh k¥ thuat dugc uu tién thir nhét cla séng ché: ché pham theo sang ché
¢ dang 1ong, dang rdn, dang ban ran, hodc dang khi, trong do, ché phém dang long nay
gdm dung dich ding dé tiém, truyén, hdn hop, xird, con thude, keo, nuée thom, glyxerit,
dung dich keo, dich nhay, hdn dich, hogc nhii twong; ché phdm ran gdm bot dung dé tiém,
bot dong khd dung dé tiem, vién nén, vién nang, bot, thudc cdm, vién tron, ché phém
thang hoa, hodc mang; ché phdm dang ban rén gdm thuéc ma, thudc cao, thube dan, dich
chiét, hodc gel; va ché phim dang khi gdm sol khi hozc thude xit; t6t hon néu 1a dung dich

dung dé tiém, bot dung dé tiém hodc bot dong khd dung dé tiem.

Theo quy trinh k§ thuat dugc uu tién thr hai cua sang ché: ché phdm theo séng ché
chira levoisovalerylspiramyxin I (liéu don vi) véi lugng nim trong khoang tir 10 dén
1500mg, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 50 dén 1000mg, t6t hon nita 1a nam trong khoang
tir 100 dén 500mg; ché phdm theo sang ché chira levoisovalerylspiramyxin 11 (lidu don vi)
véi luong ndm trong khoang tir 10 dén 1500mg, tot hon 1a ndm trong khoang tir 50 dén
1000mg, t&t hon nita 14 ndm trong khoang tir 100 dén 500mg; ché phim theo sang ché
chira levoisovalerylspiramyxin III (lidu don vi) véi lugng ndm trong khoang tir 10 dén

1500mg, tét hon 14 ndm trong khoang tir 50 dén 1000mg, t&t hon nita 1a ndm trong khoang
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tir 100 dén 500mg.

Theo quy trinh k§ thuét dugc vu tién thir ba ctia sang ché: phan tram trong luong cua
levoisovalerylspiramyxin I trong ché pham nam trong khoang tir 10 dén 95%, t6t hon 1a
nam trong khoang tir 50 dén 95%, va t6t hon nita 13 ndm trong khoang tir 75 dén 95%;
phan tram trong lugng cua levoisovalerylspiramyxin II trong ché pham nim trong khoang
tir 10 dén 95%, tét hon 1a ndm trong khoang tir 50 dén 95%, va tSt hon nita 12 ndm trong
khoang tir 75 dén 95%; phan tram trong luong cua levoisovalerylspiramyxin III trong ché
pham nam trong khoang tir 10 dén 95%, t6t hon 1a nam trong khoang tir 50 dén 95%, va

t5t hon nira 1a nam trong khoang tir 75 dén 95%.

Sang ché con dé cap dén ché pham lan luot chira levoisovalerylspiramyxin I,

levoisovalerylspiramyxin II hoac levoisovalerylspiramyxin III:

Ché pham 13 dung dich dung dé tiém, bot dung dé tiém hodc bot dong kho dung dé
tiém dugc bao ché tur isovalerylspiramyxin | va it nhét mot trong s6 cac axit xitric, axit
adipic va axit maleic; ché pham la dung dich dung dé tiém, bot ding dé tiém hodc bot
dong kho dé tiém duoc bao ché tir isovalerylspiramyxin II va it nhat mot trong s axit
xitric, axit adipic va axit maleic; ché phém la dung dich dung dé tiém, bot dung dé tiem
hodc bot dong kho dé tiém duge bao ché tir isovalerylspiramyxin III va it nhdt mét trong

s0 axit xitric, axit adipic va axit maleic.

Trong dd, ty 1€ mol cta levoisovalerylspiramyxin [ vdi axit xitric la 1:0,8 dén 1,2, ty
16 mol ciia levoisovalerylspiramyxin I v&i axit adipic 1a 1:0,8 dén 1,2 va ty 1¢ mol cua
levoisovalerylspiramyxin [ vé&i axit maleic 1a 1:0,8 dén 1,2; ty 1& mol cua
levoisovalerylspiramyxin Il véi axit xitric 1la  1:0,8 dén 12, ty 1€ mol cua
levoisovalerylspiramyxin II véi axit adipic 1a 1:0,8 dén 1,2 va ty 1& mol cua
levoisovalerylspiramyxin I v6i axit maleic 1a 1:0,8 dén 1,2; ty 1& mol cua
levoisovalerylspiramyxin III véi axit xitric la 1:0,8 dén 1,2, ty 1& mol cua
levoisovalerylspiramyxin III véi axit adipic 1a 1:0,8 dén 1,2 va ty 1& mol cia

levoisovalerylspiramyxin III v&i axit maleic 1a 1:0,8 dén 1,2.

Sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché levoisovalerylspiramyxin I, II hozc III,

bao gdm céc budc: diéu ché levocarimyxin va tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, IT hogc
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1.

Trong d6, quy trinh didu ché levocarimyxin bao gdm budc: nudi cdy va 1én men sinh
hoc chung ndm di tach dong WSP-195 duoc tao ra khi c6 spiramyxin, chira gen 4"-
isovaleryl transferaza, va chiét dich 1én men; thuc hién 1én men & didu kién do pH nam
trong khoang tir 6,0 dén 9,0, t6t hon 14 tir 6,0 dén 8,0, va t6t hon nira 1a tir 6,0 dén 7,5.

Pudng cong bién ddi pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc, trong d6, pha thir nhét

thoa man cong thirc y,;=k;x;+6,0, trong do 0,0227<k;<0,1364, 0<<x,;<22; pha th{ hai thoa
man cdng thic y,=k,x,+b,, trong dé -0,0735<k,<<0, 6,5<<b,<10,62, 22<x,<56; va pha thir

ba thoa man cong thirc y;=ksxs+ b;, trong do 0<k;<0,0078, 6,06<b;<<6,5, 56<x,<120.
Theo sang ché, bing cach diéu chinh va t6i uu hoa cac didu kién nudi cdy va didu kién lén
men, dic biét 13 bang cach kiém soat do pH trong qua trinh 1én men bang chit didu chinh
d6 pH, dudng cong bién ddi pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc, va mdi pha lan
luot thoa mén cong thic nhét dinh, do dé thu dugc levocarimyxin ¢é hoat tinh quay quang.

Ngoai ra, levoisovalerylspiramyxin I, II hodc IIT 1an lugt thu duge bang cach tach.

Tét hon néu cac didu kién 1én men sinh hoc theo sang ché 1a: nudi cdy chung ndm da
tach dong WSIJ-195 dugc tao ra khi co spiramyxin, chira gen 4"- isovaleryl transferaza,
trén moi truong nudi cdy aga nghiéng chira 2% bot dau tuong, 1% glucoza, 3% tinh bot,
0,5% CaCOs, 0,4% NaCl va 2% aga trong thoi gian tir 8 dén 15 ngay & d6 pH nam trong
khoang tir 6,5 dén 7,5 va nhiét d6 ndm trong khoang tir 28 dén 38°C, sau d6 cdy vao mdi
truong gitr giéng chira 1,5% bot dau tuong, 3,0% tinh bot, 0,4% NaCl, 0,5% CaCOs;, 0,3%
pepton ca va 0,05% KH,PO, va nubi cdy trong thoi gian tir 40 dén 80 gid & d6 pH nam
trong khoang tir 6,5 dén 7,5 va nhiét d6 nam trong khoang tlr 25 dén 30°C, cdy chuyén vao
moi truong 1én men chia 0,5% glucoza, 6,0% tinh bdt, 0,5% bot ndm men, 2,0% bot c4,
0,6% NH,NO;, 1,0% NaCl, 0,5% CaCO,, 0,05% KH,PO,, 0,1% MgSO,, 0,5% dau dau
nanh va 0,02% chat khtr bot va nudi cdy trong thoi gian tir 72 dén 120 gid & do pH nim
trong khoang tir 6,5 dén 7,5, nhiét 46 nam trong khoang tir 26 dén 30°C va 0,1 dén 20%

luong cy, dé thu duoc dich 1én men.

Chét diéu chinh do pH la it nhét mot hop chit dugc chon tir nhém bao gém glucoza,

axit xitric, axit clohydric, axit axetic, amoniac, natri hydroxit, va kali hydroxit.
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Tét hon néu quy trinh chiét dich 1én men sinh hoc theo sang ché la: xir 1y dich 1én
men béng nhom sulfat dé thu duoc dich loc, diéu chinh do pH cua dich loc dén tri s6 ndm
trong khoang tur 8,5 dén 9,0, sur dung butyl axetat dé chiét, lam sach dich chiét butyl axetat
béng dung dich khong phai nuédc mudi va NaH,PO, 1%, sau d6 sir dung nudc ¢6 do pH
nam trong khoang tur 2,0 dén 2,5 dé chiét dé thu duoc dich chiét chira nuéce, diéu chinh do
pH cua dich chiét chira nudc dén do pH nam trong khoang tir 4,5 dén 5,5, lam bay hoi va
loai bo butyl axetat du dé thu duoc dich chiét chtra nuéc, loc dich chiét chira nudce, didu
chinh d pH cua dich lgc dén do pH ndm trong khoang tur 8,5 dén 9,0, két tua dich loc va
rua béng nude tinh khiét dé thu duogc san phém udt, va séy khoé n6 dé thu duoc

levocarimyxin.

Trong d6, it nhit mot trong s6 cac hop chat axit clohydric, axit axetic, axit xitric,
natri hydroxit, kali hydroxit, natri bicacbonat va natri cacbonat dugc s dung dé diéu

chinh do pH.

Trong do6, quy trinh tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III bao gdm cac
cdng doan: tinh ché méu levocarimyxin bang phuong phép sac ky, thuc hién rira giai theo
gradien va tach pic ctia hop phan dich 13 levoisovalerylspiramyxin I, II hogc 11 bang cot

sdc ky ODS trong dung dich dém axetonitril va amoni axetat.

Tét hon 14, trong qua trinh tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III, thuc hién
ghi so dd phd UV cua levoisovalerylspiramyxin I, 1T hodc Il theo phuong phap sdc ky
long hiéu sut cao va phat hién tia UV, va gom mau levoisovalerylspiramyxin I dya trén
thoi gian luu bang 44,759 phut, mau levoisovalerylspiramyxin Il dua trén thoi gian luu
bing 43,34 phit, va mau levoisovalerylspiramyxin I1I dya trén thoi gian luu bang 48,009

phut.

Tét hon nira 13, trong qué trinh tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, 11 hodc 111, loai
bod axetonitril 1an luot trong levoisovalerylspiramyxin I, II hodc I1T d& gom bang phuong
phap lam bay hoi kiéu quay, sau dé sir dung etyl axetat dé chiét, va loai bo etyl axetat
trong dich chiét nay bing cach lam bay hoi dé thu duge mau bot nhio; hoa tan lai mau thu
duoc nay bang ete ddu mo, loai bo ete diu mo bang cach 1am bay hoi dé 1an luot thu dugc

bot mau tring chira levoisovalerylspiramyxin I, 1T hogc I1I.
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Trong dé, pha dong 1a dung mdi hdn hop gém axetonitril A va dung dich amoni

axetat 150mM c6 do pH bang 8,5.

Diéu kién can dé tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, IT hogc III: gradien tuyén tinh:
tir 0 dén 60 phit, A ndm trong khoang tir 25% dén 65%, va tir 61 dén 90 phit, A ndm
trong khoang tlr 65% dén 90%;

Luu tde: 260 mL/phut;

Kich thudc mau: 10mL;

Néng dd mau: 0,5g/mL;

Budc song do: 23 1nm;

Céach gom: gom bang céch kich hoat tia UV.

Sang ché con d& cap dén hop chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé, phd
nhiéu xa bot tia X cua né dugc do bz‘“mg tia Cu-Ka c6 céac pic dac trung & 26 = 7,6°, 8,0°,
10,00, 11,4°, 16,4°, 17,0°, 17,5°, 17,9°, 19,5°, 22,7°, 23,7° va 24,4°. Biéu d6 nhidu xa bot tia

X duoc thé hién trén Fig.5.

Phuong phép diéu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin I dang tinh thé bao gdm
céc bude: hoa tan hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang rén trong dung moi hdn hop
gdm etyl axetat, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, bd sung nuéc tinh khiét va dong
thoi khudy hdn hop, 1am maét dén nhiét do nam trong khoang tir 5°C dén 15°C sau khi bd
sung nudc tinh khiét, tiép tuc khuéy trong khi lam mat, sau dé thu duogc hop chét

levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé.

Trong d6, quy trinh k¥ thuat duoc wu tién thir nhat ctia phuong phép didu ché hop
chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 1a: thé tich nudc tinh khiét duoc bd sung
vao glp tir 2 dén 9 1an so véi tong thé tich cua etyl axetat, rugu etylic tuyét dbi va axeton
khan, t6t hon 1a gép tir 2,5 dén 7,5 1an, va toc do bd sung nude nam trong khoang tir 4 dén

10ml/phit, t6t hon 1a tir 6 dén 8ml/pht.

Quy trinh k¥ thuat dugc uwu tién tht hai cia phuong phap didu ché hop chét
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé da néu la: ty 1& thé tich cua etyl axetat, ruou

etylic tuyét ddi va axeton khan trong dung mdi hdn hop la 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1, t6t hon
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néu 12 1:2 dén 8:0,8 dén 1.

Quy trinh k¥ thuat duoc uu tién thir ba cia phuong phap diéu ché hop chit
levoisovalerylspiramyxin I dang tinh thé 1a: tbc do khudy nudc tinh khiét d& bd sung nim
trong khoang tir 30 dén 60 vong/phut, tot hon 1a tir 45 dén 60 vong/phut; toc do khudy sau
khi bd sung nudc tinh khiét ndm trong khoang tir 10 dén 30 vong/phut, tt hon 1a tir 10

dén 20 vong/phut.

Quy trinh k§ thuat dugc uu tién thir tu ctua phuong phap diéu ché hop chat
levoisovalerylspiramyxin I dang tinh thé 1a: tdc do 1am mat sau khi bd sung nude tinh

khiét ndm trong khoang tir 1 dén 3°C/gio, tot hon 1a tir 1 dén 1,5°C/gio.

Sang ché con dé cap dén hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé, phd
nhiéu xa bot tia X cta nd duoc do béng tia Cu-Ka c¢6 cac pic ddc trung & 26 = 10,0° 11,6°,
16,4°, 17,3°, 19,1°, 21,2°, 22,1°, 22,7°, 26,4°, 26,9°, 27,5° va 31,5°. Biéu do nhiéu xa bot tia

X duoc thé hién trén Fig.6.

Phuong phéap didu ché hop chat levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé bao gdm
céc bude: hoa tan hop chit levoisovalerylspiramyxin II & dang ran trong dung mdi hén
hop gdbm metanol tuyét ddi, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, bd sung nudc tinh khiét
va ddng thoi khudy hdn hop nay, lam mét dén nhiét do nam trong khoang tir 5°C dén 15°C
sau khi bd sung nuéc tinh khiét, tiép tuc khudy trong khi lam mat, sau d6 thu dugc hop

chét levoisovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé.

Trong d6, quy trinh k§ thuat duoc wu tién thir nhat ctia phuong phap diéu ché hop
chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 1a: thé tich nudc tinh khiét duoc bd sung
glp tir 2 dén 9 1an so vdi téng thé tich cia metanol tuyét ddi, rugu etylic tuyét ddi va
axeton khan, 5t hon 1a gép tir 2,5 dén 7,5 1an, va tdc d6 bd sung nudc nim trong khoang
tir 4 dén 10ml/phut, t6t hon 12 tir 6 dén 8ml/phat.

Giai phap k¢ thudt dugc uu tién tho hai cua phuong phap didu ché hop chat
levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé da néu la: ty 1& thé tich cia metanol tuyét déi,
rugu etylic tuyét déi va axeton khan trong dung moi hdn hop 12 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1, tot

hon néu 12 1:2 dén 8:0,8 dén 1.

Quy trinh k¥ thudt dugc uu tién thu ba cia phuong phip diéu ché hop chét
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levoisovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé la: téc do khudy cua nudce tinh khiét duoc bd
sung nam trong khoang tir 30 dén 60 vong/phut, t6t hon 13 ndm trong khoang tir 45 dén 60
vong/phit; tbc dd khudy sau khi bd sung nude tinh khiét nim trong khoang tir 10 dén 30

vong/phut, t6t hon 1 ndm trong khoang tir 10 dén 20 vong/phiit.

Quy trinh k§ thuat dugc uu tién th tu cia phuong phap diéu ché hop chét
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 1a: tc d6 lam mat sau khi bd sung nuéc tinh

khiét nim trong khoang tir 1 dén 3°C/gi®, t6t hon 14 tir 1 dén 1,5°C/gio.

Séng ché con dé cap dén hop chit levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé, phd
nhiéu xa bét tia X ctia n6 dugc do béng tia Cu-Ka c6 céc pic dac trung & 26 = 8,0°, 10,0°,
11,2°, 11,7°, 16,4, 19,1°, 19,6°, 20,0°, 21,4°, 22,9°, 23,6° va 29,4°. Biéu dd nhidu xa bt tia
X duoc thé hién trén Fig.7.

Phuong phép diéu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin III ¢ dang tinh thé bao gdm
cac budc: hoa tan hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang rén trong dung méi hdn
hop gdm metanol tuyét ddi, rugu etylic tuyét ddi va axeton khan, bd sung nude tinh khiét
va déng thoi khuéy hon hop, lam mét dén nhiét dd ndm trong khoang tir 5°C dén 15°C sau
khi bd sung nude tinh khiét, tiép tuc khudy trong khi lam mat, sau d6 thu duoc hop chét

levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé.

Trong d6, quy trinh k§ thuat dugc wu tién thir nhat cia phuong phap diéu ché hop
chat levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé 1a: thé tich nudc tinh khiét duoc bd sung
glp tir 2 dén 9 lan so v&i tong thé tich cia metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét dbi va
axeton khan, t8t hon 1a gép tir 2,5 dén 7,5 14n, va tc d6 bd sung nudc ndm trong khoang

tir 4 dén 10ml/phut, tot hon la tir 6 dén 8ml/phiit.

Quy trinh k§ thudt duoc uu tién th hai cia phuong phép diéu ché hop chét
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé 1a: ty 18 thé tich cua metanol tuyét ddi, ruou
etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung moi hdn hop 12 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1, tét hon
néu la 1:2 dén 8:0,8 dén 1.

Quy trinh k§ thuit dugc uu tién thor ba cia phuong phap diéu ché hop chit
levoisovalerylspiramyxin IIl & dang tinh thé 1a: téc do khudy ctia nudc tinh khiét duoc bd

sung ndm trong khoang tir 30 dén 60 vong/phut, t6t hon 14 nam trong khoang tir 45 dén 60
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vong/phit; téc do khudy sau khi bd sung nuée tinh khiét nam trong khoang tir 10 dén 30

vong/phut, t&t hon 1 ndm trong khoang tir 10 dén 20 vong/phit.

Quy trinh k§ thudt dwoc wu tién thi tu cia phuong phip diéu ché hop chét
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé 1a: tdc do 1am mét sau khi bd sung nuéc tinh

khiét ndm trong khoang tir 1 dén 3°C/gio, tot hon 14 ndm trong khoang tir 1 dén 1,5°C/gio.

Céc phén tir trong céc loai c4u tric tinh thé khac nhau 14 khac nhau vé cdu trac lap
thé, cAu hinh va cach bd tri, do d6 do hoa tan hién nhién la khac nhau, ddn dén tinh huéng
14 cac ché pham nay co tdc dd tiéu hoa khac nhau trong co thé ngudi, didu nay anh hudong
truc tiép dén marc do hip thu, phan phdi, bai tiét va chuyén hoa cac ché phdm nay trong co
thé nguoi va cudi cung sé& din dén su khéc biét vé tac dung dugc 1am sang do do sinh kha
dung khac nhau. Bing céch so sanh tac dung gitta levoisovalerylspiramyxin I, Il hodc III &
dang tinh thé dugc diéu ché theo sang ché va levoisovalerylspiramyxin I, II hodc IIT da
biét, da phat hién ra ring tic dung cta hop chét levoisovalerylspiramyxin I, IT hogc III &
dang tinh thé dugc diéu ché theo sing ché lan luot tét hon tic dung cua

levoisovalerylspiramyxin I, IT hoac IIT da biét.

Séang ché con d& cap dén ché pham chira hop chét levdisovalerylspiramyxin [ & dang
tinh thé, bao gdm hop chit isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé, mudi dugc dung ctia
hop chét isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé, hop chét isovalerylspiramyxin I & dang
tinh thé va chit bd trg dugc dung, hoic mubi  duoc dung cta hop chét
isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé va chit b tro duoc dung, trong d6, do tinh khiét

cta hop chét isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 1a 1én hon 99% trong lugng;

Séang ché con dé cap dén ché pham chira hop chat levoisovalerylspiramyxin I1 & dang
tinh thé, bao gdbm hop chét isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé, mudi duoc dung cua
hop chét isovalerylspiramyxin II & dang tinh thé, hop chit isovalerylspiramyxin II & dang
tinh thé va chit bd trg dugc dung, hodc mudi dugc dung cha hop chét
isovalerylspiramyxin 1l & dang tinh thé va chit bd tro dugc dung, trong dé, do tinh khiét

cua hop cht isovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 14 16n hon 99% trong luong;

Sang ché con dé cap dén ché pham chira hop chét levoisovalerylspiramyxin III &

dang tinh thé, bao gdm hop chét isovalerylspiramyxin 11l & dang tinh thé, mudi dugc dung
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ctia hop chit isovalerylspiramyxin III & dang tinh thé, hop chét isovalerylspiramyxin III &
dang tinh thé va chat bd trog duoc dung, hoac mudi duoc dung cua hop chét
isovalerylspiramyxin III & dang tinh thé va chét bd tro duoc dung, trong d6, do tinh khiét

ctia hop chét isovalerylspiramyxin III & dang tinh thé 1a 16n hon 99 % trong luong.

Sang ché con boc 16 viée sir dung isovalerylspiramyxin I, hop chat & dang tinh thé va
ché phdm chtra chiing dé bao ché thudc dé didu tri va/hodc ngin ngira cac bénh truyén
nhiém; sang ché con bdc 16 viée sir dung isovalerylspiramyxin I, hop chit ¢ dang tinh thé
va ché pham chta ching dé bao ché thudce dé didu tri va/hoic ngan nglra cac bénh truyén
nhiém; sang ché con boc 16 viée sir dung isovalerylspiramyxin III, hop chét ¢ dang tinh
thé va ché phidm chtra chung dé bao ché thudc dé diéu tri va/hodc ngin nglra cac bénh
truyén nhidm. Céc bénh truyén nhiém bao gdm cac bénh do cac vi khudn gram duong,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae, Ureaplasma urealyticum, Chlamydia trachomatis, Streptococcus sinh mu,
Micrococcus catarrhalis, Gonococcus, Bacillus influenzae, Legionella hodc vi khudn yém

khi gay ra.

Sang ché con boc 16 viée st dung isovalerylspiramyxin I, hop chét & dang tinh thé va
ché phém chtra ching dé bao ché thudc khang sinh; sang ché con boc 16 viée sir dung
isovalerylspiramyxin II, hop chit & dang tinh thé va ché phdm chira ching dé bao ché
thubc khang sinh; sang ché con boc 16 viée sir dung isovalerylspiramyxin III, hop chit &
dang tinh thé va ché phdm chtra chiing dé bao ché thudc khang sinh. Cac vi khudn dugc dé
cAp trong ban md ta bao gdm Streptococcus pneumoniae, Streptococcus nhém A,
Streptococcus sinh mu, Enterococcus, Staphylococcus aureus, S. epidermids, Catarrhal
coccus, Gonococcus, Bacillus influenzae, Escherichia coli, Escherichia coli sinh doc t
rudt, Escherichia coli gdy bénh dudng rudt, Escherichia coli xam nhdp rudt,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus proteus vulgaris, Bacillus gy
bénh thuong han, Acinetobacter, Citrobacter, Serratia marcescens, S.Sonnei, Sh.flexneri,
Tritirachium album; Legionella nhu Legionella pneumophila, Legionella gormanii,
Legionella bozemanii, Legionella dumoffii, Legionella jordanis, va Legionella micdadei,
vi khuan yém khi nhu Bacteroides fragilis, B.thetaiotaomicron, B.vulgatus, B.distasonis,

B. prevotella, Prevotella asaccharolyticus, Prevotella oralis, Fusobacteriumnu cleatum,
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Fusobacterium russll, Bifidobacteria, Lactobacillus, Peptostreptococcus,

Propionibacterium acnes, Clostridium perfringens, va nam dang nam men.
MO ta vin tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién biéu dd sic ky dugc tap hop bang cach kich hoat tia UV

levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III theo phuong 4n 1;

Fig.2 1a db thi dudng cong thé hién sy bién dbi do pH theo thdi gian ctia quy trinh 1én

men theo phuong an 1 cla sang che;

Fig.3 1a dd thi dudng cong thé hién su bién dbi do pH theo thoi gian ctia quy trinh [én

men theo phuong an 2 cta sang ché;

Fig.4 1a d thi dudng cong thé hién su bién dbi do pH theo thoi gian cta quy trinh 1én

men theo phuong 4n 3 cua sang ché;
Fig.5 1a biéu dd nhiéu xa bot tia X ctia levoisovalerylspiramyxin I theo séang ché;
Fig.6 1a bidu dd nhiéu xa bt tia X ciia levoisovalerylspiramyxin II theo sang ché;
Fig.7 12 biéu dd nhifu xa bot tia X ctia levoisovalerylspiramyxin III theo sang ché.
MBO ta chi tiét sang ché
Sang ché dugc mo ta chi tiét hon dudi day.

Sang ché dé xuat hop chét levoisovalerylspiramyxin I, thu dugc bang cach diéu chinh
va tbi uu hoéa diéu kién nudi céy va diéu kién 1én men va kiém soat nghiém ngdt do pH
cua dung dich.

Sang ché d& cap dén hop chat levoisovalerylspiramyxin II, thu dugc bang cach diéu
chinh va t8i uu héa didu kién nudi cdy va didu kién 1én men va kiém soat nghiém ngit do
pH cia dung dich.

Sang ché dé cap dén hop chét levoisovalerylspiramyxin I11, thu dugc bang cach diéu
chinh va tdi vu héa diéu kién nudi cdy va diéu kién 1én men va kiém soat nghiém ngat do
pH ctia dung dich.

Hop chét levoisovalerylspiramyxin I, Il hodc III theo sang ché c6 hoat tinh khang

khuén manh, bd sung mot loai hop chat c6 thé sir dung cho thudc khang sinh ding dé tiém
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va 1a giai phap méi cho van dé khang thudc khang sinh hién nay.

Trong dd, phuong phép do do quay riéng cua levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III
theo sang ché 1a: can chinh x4c san phdm nay, b6 sung cloroform vao dé hoa tan, pha
lodng n6 thanh dung dich ¢6 ndng d6 20mg/ml, chon dong D ctia phd natri (589,3nm) dé
do hoat tinh quay quang & chiéu dai do 1a 1 dm va nhiét do 1a 25°C, va str dung thiét bi do

dd phéan cuc co s6 ghi dén 0,0001° va da dugc hidu chinh trude.

Phuong phéap do nhiét do nong chay cua levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III theo
sang ché bao gdm céac bude: cho levoisovalerylspiramyxin I, 11 hogc Il khé véi lugng
thich hgp vao 6ng mao quan dugc st dung dé do nhiét do néng chay, do nhiét do nong

chay, lap lai viéc do 3 1an dé thu duoc tri sb trung binh.

Sang ché con dé xuét ché phdm chta levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III, bao
gdm levoisovalerylspiramyxin I va chat mang va/hodc chét bo trg duoc dung, trong d6 do
tinh khiét cua levoisovalerylspiramyxin I, II hozc I1I 14 16n hon 90% trong luong, tot hon

1a 16n hon 95% trong luong, va tdt hon nita 12 16n hon 98% trong lugng.

Ché pham chua levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III hogc hop chét & dang tinh thé
clia né duge uu tién 1a dung dich ding dé tiém, bot dung dé tiém va bot dong kho dung dé
tiém. Ché phdm mot thanh phan chira levoisovalerylspiramyxin I, II hodc Il ndy duge bao
ché thanh dung dich dung dé tiém hodc bot ding dé tiém, sao cho ché phdm chira
levoisovalerylspiramyxin I, I hogc III theo sang ché c6 thé dugc hap thu tét hon trong co

thé nguoi dé tao ra tac dung chdng nhiém khuén.

Ché pham chua levoisovalerylspiramyxin I theo sdng ché bao gdm liéu don vi sau:
levoisovalerylspiramyxin [ véi luong nim trong khoang tir 10 dén 1500mg, t6t hon 1a ndm

trong khoang tir 50 dén 1000mg, va t5t hon nita 13 ndm trong khoang tir 100 dén 500mg;

Ché pham chura levoisovalerylspiramyxin II theo sdng ché bao gdém liéu don vi sau:
levoisovalerylspiramyxin II v&i lugng ndm trong khoang tir 10 dén 1500mg, t6t hon la
nim trong khoang tir 50 dén 1000mg, va t6t hon nita 13 ndm trong khoang tir 100 dén

500mg;

Ché pham chua levoisovalerylspiramyxin III theo sang ché bao gdm liéu don vi sau:

levoisovalerylspiramyxin III v&i lugng nim trong khoang tir 10 dén 1500mg, tét hon la
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ndm trong khoang tir 50 dén 1000mg, va t&t hon nita la nam trong khoang tir 100 dén

500mg.

Ché phdm chta hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé theo sang ché
bao gdm liéu don vi sau: hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé v6i luong
nam trong khoang tir 10 dén 1500mg, t&t hon 12 ndm trong khoang tir 50 dén 1000mg, va

t6t hon nira 1a nam trong khoang tir 100 dén 500mg;

Ché pham chira hop chit levoisovalerylspiramyxin IT & dang tinh thé theo sang ché
bao gdm lidu don vi sau: hop chit levoisovalerylspiramyxin IT & dang tinh thé v&i luong
ndm trong khoang tir 10 dén 1500mg, t&t hon 12 ndm trong khoang tir 50 dén 1000mg, va

t6t hon nita la ndm trong khoang tir 100 dén 500mg;

Ché pham chira hop chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé theo sang ché
bao gdm liéu don vi sau: hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé véi lwong
ndm trong khoang tir 10 dén 1500mg, t&t hon la nam trong khoang tir 50 dén 1000mg, va

t6t hon nita 14 ndm trong khoang tir 100 dén 500mg.

Phan tram trong luong cia levoisovalerylspiramyxin I trong ché phdm chira
levoisovalerylspiramyxin I theo sing ché nim trong khoang tir 10 dén 90%, t&t hon 12

nim trong khoang tir 50 dén 90%, va tét hon nita 1 nim trong khoang tir 75% dén 90%;

Phin trim trong luong cua levoisovalerylspiramyxin II trong ché phim chira
levoisovalerylspiramyxin II theo sang ché nam trong khoang tir 10 dén 90%, tét hon 1a

ndm trong khoang tir 50 dén 90%, va t6t hon nira 1a nam trong khoang tir 75% dén 90%;

Phin tram trong lugng cia levoisovalerylspiramyxin III trong ché phdm chia
levoisovalerylspiramyxin III theo sing ché nim trong khoang tir 10 dén 90%, tot hon 1a
nam trong khoang tir 50 dén 90%, va tot hon nita la nam trong khoang tir 75% dén 90%.

Phan trim trong luong ciia hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé trong
ché phadm chira hop chit levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé theo sang ché nim
trong khoang tir 10 dén 90%, t&t hon 1a ndm trong khoang tir 50 dén 90%, t6t hon nita la

ndm trong khoang tir 75% dén 90%;

Phén tram trong luong cua hop chit levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé

trong ché pham chira hop chat levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé theo sang ché
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nim trong khoang tir 10 dén 90%, tét hon 13 ndm trong khoang tir 50 dén 90%, va tét hon

nira 1a ndm trong khoang tir 75% dén 90%;

Phan tram trong lugng ctia hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé
trong ché phidm chua levoisovalerylspiramyxin III hgp chét tinh thé theo sang ché ndm
trong khoang tir 10 dén 90%, t&t hon 1a nam trong khoang tir 50 dén 90%, va t&t hon nita

1a ndm trong khoang tir 75% dén 90%.

Ché pham dung qua dudng miéng theo sang ché c6 thé chira t4 dugc théng thudng,
nhu chat két dinh, chat don, chét pha lodng, chat trg ddp vién nén, chit bdi tron, chét gy
rd, chit tao mau, gia vi hodc chat gitr 4m, va vién nén c6 thé dugc bao néu can. Trong do,
chat don c6 thé su dung bao gém xenluloza, manit, lactoza va cac chat don tuong tu khac;
chat phan huy c6 thé sir dung bao gdm tinh bdt, polyvinylpyrolidon va dan xudt tinh bot
nhu natri tinh bot glycolat; chét gay rd co thé sir dung bao gdm, vi du, magie stearat; va

chét gitr 4m duoc dung c6 thé sir dung bao gdm lauryl natri sulfat.

Ché pham ran dung qua dudong miéng theo sang ché c6 thé dugc bao che theo céc

phuong phap théng thuong nhu tron, nhdi va dap.

Ché pham dang long dung qua dudng miéng theo sang ché c6 thé & dang gdm, vi du,
hdn dich géc nudc hoac géc dau, dung dich, nhii tuong, xird hodc cdn ngot, hodc nd cd
thé 1a san pham sy kho c6 thé ting thé tich gip doi bang nudc hodc chat mang c6 thé sur
dung khac trude khi str dung. Ché pham dang long nay cé thé chia chit phu gia thong
thuong nhu chat tao hdn dich nhu sorbitol, xird, metyl xenluloza, gelatin, hydroxyetyl
xenluloza, carboxymetyl xenluloza, gel nhom stearat hodc chét béo hydro héa an duoc, va
chat nhii héa, nhu lexithin, sorbitan oleat hodc gom Arabic; chét mang khong chtra nuéc
(c6 thé bao gdbm dau an), nhu dau qua hanh, phan doan dau dira va este cua dau nhu
glyxerol, propylen glycol hodc etanol; chit bio quan, nhu paraben hoic Propyl
4-hydroxybenzoat hodc axit sorbic, ngoai ra, co thé chira chit tao mui vi hodc chét tao

mau thong thuong, néu can.

Ché phim tiém theo sang ché c6 thé chira chdt mang dung trong y té thong thuong
va/hoac ta duoc, chdt 1am 6n dinh, chét chéng oxy hoa, chét tao phtrc, hodc chit bao quéan

dung trong y té, chat dém hoc thude gay té cuc bo va chét twong tu. Ché phém tiém duogc
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bao ché theo phuong phéap bao ché théng thuong.

Chat mang dugc dung trong ché pham theo sang ché dugc chon tir nhém bao gdm:
manitol, sorbitol, natri pyrosulfit, natri bisulfit, natri thiosulfat, crystein hydroclorua, axit
mercaptoaxetic, methionin, vitamin C, EDTA dinatri, EDTA natri canxi, cacbonat
monobazo, axetat, phosphat hodc dung dich nudc cua né, axit muriatic, axit axetic, axit
sulfuric, axit phosphoric, axit amin, natri clorua, kali clorua, natri lactat, xylitol, maltoza,
glucoza, fructoza, dextran, glyxin, tinh bdt, dudng, laétoza, manitol, dan xuét silicon,
xenluloza va dan xuat ctia né, alginat, gelatin, polyvinylpyrolidon, glyxerol, tween-80, aga,
canxi cacbonat, canxi bicacbonat, chat hoat dong bé mit, polyetylen glycol, xyclodextrin,
B-xyclodextrin, nguyén liéu chua phospholipit, cao lanh, bt talc, canxi stearat, magie

Stearat, v.v.

Céch dung va liéu lugng ciia ché phdm theo séng ché dua trén tinh trang thuc té ca
bénh nhan. Ché phdm nay c6 thé duoc dung qua duong miéng hodc duoc tiém tir 1 dén 3

lan véi tir 1 dén 20 liéu mdi lan trong mot ngay.
Céc tac dung c6 lgi ctia sang ché la:

(1) levoisovalerylspiramyxin I, Il hodc III theo sang ché c¢6 dic tinh khang khuan
manh. Theo cac nghién ctru dugce hoc hién dai, do su khéc biét vé do chon loc lap thé cua
céc chat déng phéan dbi anh cua thudc, i luc cua thube voi mdi thu thé cling khac nhau, do
d6 din dén su khac biét dang ké vé tac dung dugc. Vi vay, levoisovalerylspiramyxin I, II

hoéc IIl theo sédng ché ¢6 dugc tinh manh;

(2) céc phan tir trong céc loai cdu tric tinh thé khac nhau 12 khac nhau v& cdu trac 1ap
thé, cAu hinh va cach sép xép, do vay do hoa tan hién nhién 13 khac nhau, din dén tinh
hubng cac ché phdm nay c6 tdc do tiéu hdéa khac nhau trong co thé ngudi, diéu nay anh
huong truc tiép dén muc do hap thu, su phan phdi, bai tiét va chuyén hoa cta ché phim
nay trong co thé nguoi va cudi cung sé dan dén su khac biét vé tac dung dugc lam sang do
d6 sinh kha dung khac nhau. Khi so sanh tic dung giita cic hop chét
levoisovalerylspiramyxin I, II hodc Il & dang tinh thé duoc diéu ché theo sang ché va
levoisovalerylspiramyxin I, II hoac III da biét, da phat hién ra rang tac dung cua

levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III & dang tinh thé dugc diéu ché theo sing ché lan
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luot tdt hon tac dung cutia levoisovalerylspiramyxin I, IT hogc 111 da biét.

(3) ché pham tiém chta thanh phan duy nhét 1a levoisovalerylspiramyxin I, II hosc
111, hodc ché phdm tiém chtra thanh phan duy nhét 1 hop chét levoisovalerylspiramyxin 1,
IT hodc IIl dang tinh thé tao ra tiém ning cho dang lidu, ma cé thé cé tac dung nhanh
chong va dugc chép nhan mot cach dé dang dbi voi bénh nhan 6m nguy kich hodc bénh

nhan khong thé dung thudc qua dudng miéng;

(4) ché phdm chtra thanh phan duy nhét 14 levoisovalerylspiramyxin I, II hoc III,
hodc ché phadm chta thanh phan duy nhét 13 hop chét levoisovalerylspiramyxin I, IT hodc
[11 & dang tinh thé theo sang ché c6 quy trinh san xuat 6n dinh, va d& dang kiém soat dugc

tiéu chudn chét lugng, ¢6 thé 4p dung cho quy trinh san xuét cong nghiép & quy md 16n.
Vi du thwe hién sang ché

Céac phuong an sau dugc boc 16 chi nhdm muc dich giai thich va minh hoa sang ché,
chir khong nham muc dich gidi han pham vi ctia sing ché.

Phuong an 1. Tach va didu ché levoisovalerylspiramyxin I, IT va I

(1) Lén men theo phuong phap sinh hoc: nudi cdy chiing ndm da tach dong WSJ-195
dugc tao ra khi cé spiramyxin, chira gen 4"- isovaleryl transferaza, trén moi trudng nudi
cdy aga nghiéng chira 2% bot dau tuong, 1% glucoza, 3% tinh bdt, 0,5% CaCOs, 0,4%
NaCl va 2% aga trong thoi gian tir 8 dén 15 ngay & do pH nim trong khoang tlr 6,5 dén
7,5 va nhiét dd ndm trong khoang tir 28 dén 38°C, sau d6 cdy vao mdi trudng giir gidng
chira 1,5% bot ddu tuong, 3,0% tinh bot, 0,4% NaCl, 0,5% CaCOs;, 0,3% pepton ca va
0,05% KH,PO, dé nudi cdy trong thoi gian tir 40 dén 80 gid' & do pH nidm trong khoang tir
6,5 dén 7,5 va nhiét do ndm trong khoang tir 25 dén 30°C, cdy chuyén vao méi trudng lén
men chira 0,5% glucoza, 6,0% tinh bot, 0,5% bot ndm men, 2,0% bot c4, 0,6% NH,NO;,
1,0% NaCl, 0,5% CaCOs, 0,05% KH,PO4, 0,1% MgSO,, 0,5% dau dau nanh va 0,02%
chat khir bot dé nudi cdy trong thoi gian tir 72 dén 120 gid' & do pH nam trong khoang tir
6,5 dén 7,5, nhiét do ndm trong khoang tir 26 dén 30°C, va lugng cdy ndm trong khoang tir

0,1 dén 20%, sau d6 thu dugc dich 1én men.

Trong do, kiém soat nghiém ngat do pH cua dung dich béng cach diéu chinh va tdi

wu hda didu kién nudi cay va diéu kién [én men; thuc hién viéc 1én men trong thoi gian
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120 gio & d6 pH ndm trong khoang tir 6,0 dén 9,0, va dudng cong bién dbi do pH theo
thoi gian thé hién ba pha lién tuc, trong d6, pha th& nhéat thoa man cong thic
y1=0,1364%x,+6,0, trong dé 0 < x;<22; pha thtr hai thoa méan cong thic y,=
-0,0735x,+10,64, trong d6 22<x,<56; va pha thdr ba thdéa min cong thic
y3=0,0078x3+6,006, trong d6 56=<x3<120. Fig.2 thé hién céc dudong cong. Dich 1én men
duoc thu nhan.

(2) Chiét dich 1én men sinh hoc: xtr ly dich 1&n men thu dugc & bude (1) bang nhém
sulfat dé thu duoc dich loc, diéu chinh do pH dén 8,5, sur dung butyl axetat dé chiét, lam
sach dich chiét butyl axetat 1an luot bang dung dich khong phai nuéc mubi va NaH,PO,
1%, sau d6 sir dung nudc ¢ do pH=2,0 dé chiét dé thu dugc dich chiét chira nuéc, diéu
chinh d6 pH dén 4,5, lam bay hoi va loai bd butyl axetat du dé thu duoc dich chiét chira
nudc, loc, va diéu chinh do pH dén 8,5, két tha dich loc va rira bang nudc tinh khiét dé thu
duoc san pham uét, va say kho né dé thu duge levocarimyxin.

(3) Tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, II va III: tinh ché mAu da dugc tach so bd
bing sdc ky long didu ché, rira giai tir tir bang cot sic ky ODS trong dung dich dém
axetonitril va amoni axetat, va ghi biéu do phd cuc tim riéng biét bang cach phat hién tia
UV, va gom pic cta thanh phan dich cta levoisovalerylspiramyxin I, IT hogc III.

Cot sic ky: cot sic ky duoc chuén bi theo ODS;

Pha dong: axetonitril (A), dung dich nuéc amoni axetat 100mM (B);

Didu kién gradien: gradien tuyén tinh trong thoi gian tir 0 dén 60 phut, A ndm trong
khoang tir 25% dén 65%, va tir 61 dén 90 phut, A nam trong khoang tir 65% dén 90%;

Luu tdc: 260 mL/pht;

Kich thudc mau: 10mL;

Nong d6 mau: 0,5g/mL;

Budc séng do: 23 1nm;

Céach gom: gom bang céach kich hoat tia UV.

Gom mAu levoisovalerylspiramyxin I dua trén thoi gian luu bang 44,759 phit, mau

levoisovalerylspiramyxin II dua trén thoi gian luu bang 43,34 phat, va miu
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levoisovalerylspiramyxin III dua trén thoi gian luu 48,009 phut.

Loai bo axetonitril trong levoisovalerylspiramyxin I, IT hodc III d& gom lan luot bing
phuong phép lam bay hoi kiéu quay, sau d6 str dung etyl axetat véi luong gap doi dé chiét,
loai bo etyl axetat trong dich chiét nay bang cach l1am bay hoi kiéu quay, va thu duoc miu
bdt nhio; hoa tan lai miu thu duoc nay trong ete dau mo, loai bo ete dau mo béng cach
lam bay hoi kiéu quay dé lan lugt thu dugc bdt mau tréng chira levoisovalerylspiramyxin I,
II hodc II1.

Phuong an 2. Tach va diéu ché levoisovalerylspiramyxin I, I va III

(1) Lén men theo phuong phép sinh hoc: nudi cdy ching ndm da tach dong WSJ-195
dugc tao ra khi c6 spiramyxin, chira gen 4"- isovaleryl transferaza, trén moi trudong nudi
céy aga nghiéng chtra 2% bot dau tuong, 1% glucoza, 3% tinh bdt, 0,5% CaCO;, 0,4%
NaCl va 2% aga trong thoi gian 12 ngay & do pH=7,2 va nhiét do 32°C, sau d6 cdy vao
moi trudong gilt giéng chua 1,5% bot dau tuong, 3,0% tinh bot, 0,4% NaCl, 0,5% CaCO;,
0,3% pepton ca va 0,05% KH,PO, va nudi cdy trong 70 gio & do pH=7,2 va nhiét do 27°C,
céy chuyén vao mdi trudng 1én men chira 0,5% glucoza, 6,0% tinh bot, 0,5% bdt nAm men,
2,0% bot ca, 0,6% NHyNO;, 1,0% NaCl, 0,5% CaCOs, 0,05% KH,PO,, 0,1% MgSO,,
0,5% dau dau nanh va 0,02% chat khtr bot, va nudi cdy trong 100 gid' & do pH nim trong
khoang tir 6,0 dén 9,0, nhiét do 26°C va luong ciy 1a 12%, sau d6 thu duoc dich 1én men.
Thuc hién viéc 1€én men trong thoi gian 110 gio & do pH nim trong khoang tur 6,0 dén 8,0,
va dudng cong bién dbi do pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc, trong d6, pha thir
nhét thoa mén cong thic y;=0,0909x,+6,4, trong d6 0<<x,<22; pha th(r hai théa man cong
thirc y,=-0,0441x,+7,8, trong d6 22<x,<56; va pha thir ba thoa man coéng thuc
y3=0,0078x;+6,06, trong dé 56<x,<110. Fig.3 thé hién cac duong cong. Dich [én men

duogc thu nhan. Xem Fig.3 vé cac dudng cong dbi ching cu thé.

(2) Chiét dich 1én men sinh hoc: xir ly dich 1én men thu duoc & buée (1) bang nhém
sulfat dé thu duoc dich loc, diéu chinh do pH dén 8,6, sur dung butyl axetat dé chiét, lam
sach dich chiét butyl axetat 1an luot bang dung dich khong phai nudc mudi va NaH,PO,
1%, sau dé st dung nudc c6 do pH=2,3 dé chiét dé thu duoc dich chiét chira nude, didu

chinh d6 pH dén 5,0, lam bay hoi va loai bo butyl axetat du dé thu dugc dich chiét chira
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nudc, loc, va didu chinh do pH dén 8,6, két tua dich loc, va rira bé‘mg nudc tinh khiét dé
thu duoc san phdm udt, va siy khd né dé thu duogc levocarimyxin.

(3) Tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III: tinh ché mau d& duoc tach so bd
bing séc ky long didu ché, rira giai tir tir qua cot sic ky ODS trong dung dich dém
axetonitril va amoni axetat, va ghi biéu db phd cuc tim riéng biét bing cach phat hién tia
UV, va gom pic ctia thanh phan dich ciia levoisovalerylspiramyxin I, IT hoac III.

Cot sic ky: cot sac ky duge chudn bi theo ODS;

Pha ddng: axetonitril (A), dung dich nudc amoni axetat 100mM (B);

Piéu kién gradien: gradien tuyén tinh trong thoi gian tir 0 dén 60 phut, A nim trong
khoang tir 25% dén 65%, va 61 dén 90 phiit, A nim trong khoang tir 65% dén 90%;

Luu tdc: 260 mL/phit;

Kich thudc mau: 10mL;

Nong d6 méu: 0,5g/mL;

Budc song do: 231nm;

Céch gom: gom bang cach kich hoat tia UV.

Gom mau levoisovalerylspiramyxin I dua trén thoi gian luu biang 44,759 phut, mu
levoisovalerylspiramyxin 1 dua trén thoi gian luu bang 43,34 phat, va méu
levoisovalerylspiramyxin I1I dua trén thoi gian luu bang 48,009 phit;

Loai bé axetonitril trong levoisovalerylspiramyxin I, II hoac III d& gom lan lugt bing
phuong phap lam bay hoi kiéu quay, sau do sir dung etyl axetat véi lugng gép doi dé chiét,
loai bo etyl axetat trong dich chiét nay bang cach lam bay hoi kiéu quay, va thu duoc miu
bot nhdo trong ete dau mo, loai bo ete dau mo bang cach 1am bay hoi kiéu quay dé 1in
luot thu duge bot mau tring chira levoisovalerylspiramyxin I, II hozc I11.

Phuong an 3. Tach va diéu ché levoisovalerylspiramyxin I, IT va 111

(1) Nudi cdy va lén men: nudi cdy ching ndm da tach dong WSJ-195 dugc tao ra khi
cé spiramyxin, chira gen 4"- isovaleryl transferaza, trén moi trudng nuoi ciy aga nghiéng,
cdy vao mdi trudng gitr gibng dé nuodi cdy, va sau d6 cdy vao moi trudng 1én men, va qua

trinh 1én men dién ra trong thoi gian 115 gio' & d6 pH ndm trong khoang tir 6,0 dén 7,5,
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duoc kiém soat bang glucoza va axit xitric trong quy trinh 1én men. Pudng cong bién dbi
do pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc, trong d6, pha thir nhét thoa méan cong thic
y,1=0,0682x,+6,0, trong d6 0<<x,<22; pha th{r hai thoa méan cong thuc y,=-0,0294x,+8,147,

trong d6 22<x,<56; va pha thr ba théa man cong thic y;=0,0078x;+6,06, trong do6

56<x,<115. Fig.4 thé hién cac duong cong. Dich 1én men dugc thu nhan.

(2) Chiét dich lén men theo phuwong phap sinh hoc: xtr ly dich 1én men & budc (1)
béng nhom sulfat dé thu duoc dich loc, didu chinh do pH dén 8,6, sir dung butyl axetat dé
chiét, 1am sach butyl axetat dich chiét 1an lugt bang dung dich khong phai nuéc mudi va
NaH,PO, 1%, sau d6 sir dung nuéc c6 do pH=2,3 dé chiét dé thu duoc dich chiét chia
nuée, didu chinh do pH dén 5,0, 1am bay hoi va loai bo butyl axetat du dé thu duoc dich
chiét chira nudc, loc, va didu chinh do pH dén 8,6, két tua dich loc, va rua béng nudc tinh

khiét dé thu dugc san phdm uét, va siy kho né dé thu duoc levocarimyxin.

(3) Tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, II hodc I1I: tinh ché mau da dugc tach so bd
bang sic ky long didu ché, rira giai tr tr qua cot sic ky ODS trong dung dich dém
axetonitril va amoni axetat, va ghi biéu dd phd cuc tim riéng biét bang cach phat hién tia

UV, va gom pic cua thanh phén dich cta levoisovalerylspiramyxin I, IT hogc III.
Cot sic ky: cot sic ky dugc chuén bi theo ODS;
Pha dong: axetonitril (A), dung dich nudc amoni axetat 100mM (B);

Diéu kién gradien: gradien tuyén tinh trong thoi gian tir 0 dén 60 phit, A nim trong

khoang tir 25% dén 65%, va 61 dén 90 phut, A nim trong khoang tir 65% dén 90%;
Luu téc: 260 mL/phut;
Kich thudc mau: 10mL;
Nong d6 mau: 0,5g/mL;
Budc song phat hién: 231nm;
Phuong phap gom: gom bang cach kich hoat tia UV;

Gom mau levoisovalerylspiramyxin I dua trén thoi gian luu bang 44,759 phat, mau
levoisovalerylspiramyxin Il dwa trén thoi gian luu bang 43,34 phat, va mau

levoisovalerylspiramyxin III dua trén thoi gian luu bang 48,009 phiit;

-26-



22557

Loai bé axetonitril trong levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III d& gom lan luot bing
phuong phap 1am bay hoi kiéu quay, sau d6 st dung etyl axetat véi luong gap doi dé chiét,
loai bo etyl axetat trong dich chiét nay bang cach 1am bay hoi kiéu quay, va thu dugc mau
b6t nhio trong ete dau mo, loai bo ete ddu mo bang cach 1am bay hoi kiéu quay dé lan

luot thu duoc bot mau tring chira levoisovalerylspiramyxin I, IT hodc I11.
Phuong 4n 4. Bao ché dung dich chtra levoisovalerylspiramyxin I dung dé tiém

(1) tron déu 100mg isovalerylspiramyxin I va axit adipic v6i luong mol bang nhau,
va hoa tan vao 1 dén 5ml nudc cat dé thu duoc dung dich trong sudt, mau vang nhat, c6

d6 pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6.

(2) bd sung than hoat tinh véi luong bang 0,1% thé tich dung dich vao dung dich

didu ché duoc & bude (1), va loc dung dich nay;
(3) nap, bit kin, tiét tring, kiém tra va déng goi trong diéu kién v6 tring.
Phuong 4n 5. Bao ché dung dich chira isovalerylspiramyxin I dung dé tiém

(1) tron déu 100mg isovalerylspiramyxin I va axit xitric v&i lugng mol bing nhau, va
hoa tan vao 1 dén 5ml nuéc cit dé thu dugc dung dich trong sudt, mau vang nhat, cé do

pH nam trong khoéng tir 4,6 dén 5.6.

(2) bd sung than hoat tinh véi lugng béng 0,1% thé tich dung dich vao dung dich

didu ché duoc & bude (1), va loc dung dich nay;
(3) nap, bit kin, tiét trung, kiém tra va doéng goi trong diéu kién vo trung.
Phuong an 6. Bao ché dung dich chiia isovalerylspiramyxin I dung dé tiém

(1) tron déu 100mg isovalerylspiramyxin I va axit maleic véi lugng mol bang nhau,
va hoa tan vao 1 dén 5ml nudc cit dé thu duoc dung dich trong sudt, mau vang nhat, cé

dd pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6.

(2) bd sung than hoat tinh véi lugng bing 0,1% thé tich dung dich vao dung dich

diéu ché duoc d bude (1), va loc dung dich nay;
(3) nap, bit kin, tiét triing, kiém tra va déng géi trong diéu kién v tring.

Phuong an 7. Bao ché bot chira levoisovalerylspiramyxin I ding dé tiém
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(1) tron déu 100mg levoisovalerylspiramyxin I va axit xitric véi luong mol bang
nhau, va hoa tan vao 1 dén 5ml nudc cat dé thu duoc dung dich trong sudt, mau vang nhat,

c¢6 d6 pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6.

(2) b6 sung than hoat tinh véi lugng bang 0,1% thé tich dung dich vao dung dich

diéu ché duoc & bude (1), va loc dung dich nay;

(3) bd sung manitol véi lugng nam trong khoang tir 30 dén 150mg lam cat nhén tao
dong kho nhanh; lam dong lanh nhanh trong thoi gian 9 giy & nhiét do thap, va siy kho dé
thu duge cuc toi mau vang nhat, sau d6 day nép, kiém tra va dong goi trong didu kién vo

trung.
Phuong an 8. Bao ché bot chira levoisovalerylspiramyxin I ding dé tiém

(1) tron déu 100mg levoisovalerylspiramyxin I va axit maleic v6i luong mol bing
nhau, va hoa tan vao 1 dén 5Sml nudc cét dé thu dugc dung dich trong sudt, mau vang nhat,

¢6 d6 pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6.

(2) bd sung than hoat tinh v&i lugng bang 0,1% thé tich dung dich vao dung dich

didu ché duoc o budce (1), va loc dung dich nay;

(3) bd sung manitol v&i luong ndm trong khoang tir 30 dén 150mg 1am cét nhan tao
dong khd nhanh; lam dong lanh nhanh trong thdi gian 9 gio & nhiét do thip, va sdy kho dé
thu dugc cuc toi mau vang nhat, sau do day nép, kiém tra va dong gdi trong didu kién vo
trung.

Phuong 4n 9. Bao ché bot chira levoisovalerylspiramyxin I dung dé tiém
(1) tron déu 100mg levoisovalerylspiramyxin I va axit xitric véi luong mol bang

nhau, va hoa tan vao 1 dén 5ml nudc cét dé thu dugc dung dich trong sudt, mau vang nhat,

c¢6 d6 pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6.

(2) bd sung than hoat tinh véi lugng bang 0,1% thé tich dung dich vao dung dich

diéu ché duoc & bude (1), va loc dung dich nay;

(3) bd sung manitol v6i lugng ndm trong khoang tir 30 dén 150mg lam cat nhan tao

déng kho nhanh; 1am déng lanh nhanh trong thoi gian 9 gio & nhiét do thap, va siy kho dé
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thu duge cuc toi mau vang nhat, sau d6 day nap, kiém tra va déng goi trong diéu kién véo

trung.
Phuong an 10. Vién nén chtra levoisovalerylspiramyxin I (tinh trong 1000 vién nén)
Cong thuic: Levoisovalerylspiramyxin | 100g

Hydroxypropyl xenluloza dugc thé & murc thip (5%) 9,25¢g

Tinh bdt natri carboxymetyl (3%) 5,55¢
Magie stearat (1%) 1,85¢g
Tinh bot Téng trong luong - trong lugng clia cac chat bd tro khac
Tbdng trong luong 185¢g

Quy trinh bao ché: can lugng tinh bdt thich hop va pha lodng dén ndng do 15%, dun
néng cho dén khi thanh hd tinh bot dé tao ra chat két dinh; rdy lan luot thanh phan hoat
tinh carimyxin, chat bd tro bao gdm tinh bdt, hydroxypropy!l xenluloza duoc thé & mirc
thap, tinh bot natri carboxymetyl va magie stearat bang ray c¢6 ¢& 16 100, va can thanh
phan hoat tinh vd c4c chit bd trg ydu cAu theo cong thic; tron k¥
levoisovalerylspiramyxin I, tinh bot va hydroxypropyl xenluloza dugc thé & mirc thap, si
dung 15% ho tinh bot dé tao ra nguyén liéu mém, xir ly nguyén liéu mém nay thanh hat
bing ray c6 c¢& 16 14, sdy khd & nhiét d6 nam trong khoang 50 dén 60°C cho dén khi ham
luong nude duge kiém soét trong khoang tir 3% dén 5%; phén loai hat bang ray c6 ¢ 13
14, bd sung tinh bot natri carboxymetyl va magie stearat dé tron, xac dinh ham luong hat;
tinh trong lugng cua tung vién nén theo ham lugng hat nay; dap thanh vién nén (may dap
1dm duodng kinh 9mm), phat hién sy khac biét trong lugng cua vién nén, va sau dé dong

g6i cac vién nén dat yéu cau sau khi kiém tra.
Phuong an 11. Vién nang chua levoisovalerylspiramyxin (tinh trong 1000 vién nén)
Cong thirc: BOt tho chua levoisovalerylspiramyxin | 100g

Tinh bot (dé dung trong duoc pham) 108 — trong luong bot thd chia

levoisovalerylspiramyxin [

Vo nang diing trong dugc pham loai s6 3 100 vo nang
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Parafin long Sml

Quy trinh bao ché: can thanh phan hoat tinh levoisovalerylspiramyxin I, chat bd tro
tinh bot (dé dung trong dugc pham) ln luot theo cong thirc va sau d6 cho ching vao may
khudy dé tron k¥ trong thoi gian tir 1,5 dén 2 gio; dir liéu vé ham luong mAu phat hién
duoc hau nhu phai pht hop véi dit liéu ly thuyét (khoang 0,105g cho mdi vién nang).
Nhdi vién nang loai sb 3 phtt hop ding trong dugc pham va nguyén liéu da tron dé nap
vao mday nap liéu theo yéu ciu van hanh clia may bao nang hoan toan tu dong; phat hién
su khac biét vé cac vién nang da duoc nhdi (trong khoang +£10%, <0,3g) va tbc do hoa tan,
cho vién nang phti hop vao may dénh béng va bd sung parafin long dé danh béng trong

thoi gian tir 15 dén 20 phit, va sau d6 ldy ra dé kiém tra hop déng géi thanh pham.

Phuong é4n 12. Vién nén bao duong chira levoisovalerylspiramyxin I (tinh trong 1000 vién

nén)
Cong thirc: giéng v6i phuong an 10

Quy trinh bao ché: theo phuong phap bao ché néu trong phuong 4n 12, cho vién nén
trdn dat yéu cau vao chdu dé bao dudng va xird thu dugc (néng d6 nim trong khoang tur
65% dén 70%) dugc cho tir tir vao chau nay, sau d6 tang nhiét do dén khoang 40°C, bd
sung bot talc thich hop vao, thdi lap di lap lai nhiéu lan dé siy kho trong thoi gian tir 25
dén 30 phut cho dén khi 16p phu trd nén nhén, sau dé. bao trong thoi gian tir 15 dén 20
phut cho dén khi i6p dudng tré nén nhén, tién hanh bao 16p bao véi mau sic yéu cau; cho
bot mau dac diéu ché duoge vao xird dé tron déu va sau d6 rét hdn hop nay vao chéu;

khudy d&u hdn hop trong vai 1an, 15 dén 20 mdi lan.

Phuong 4n 13. Xir6 chira levoisovalerylspiramyxin [ (tinh trong 1000 tai)

Cong thuce: Bot tho chira levoisovalerylspiramyxin I 125¢g
Axit xitric (0,5%) 1,5¢
DPudng mia Téng trong lugng — cac chét b trg khac
Tbng trong luong khoang 50g
Bot mau (curcumin) khoang 0,1g

Quy trinh bao ché: nghién bot thd chira levoisovalerylspiramyxin I, axit xitric va
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dudng mia thanh hat lan luot bang may nghién kiéu khi nén tdc do cao, vdi 85% hat bing
rdy c¢6 c& 18 300 va 15% hat bang rdy c6 c& 18 180, va sau d6 can bdt min dd nghién nay
theo cong thirc va tron k¥ trong thoi gian tir 1 dén 1,5 gio, do ham lugng va tinh lugng
nap (500mg mdi tai theo Iy thuyét), sau d6 nap hdn hop nay vao may déng tii, nap vao
bao gidy trang nhom, va phan phdi hdn hop theo yéu cau van hanh cua thiét bi phan phéi,
v6éi mire do chénh l1éch khi nap trong khoang £5%, va kiém tra chat luong sau khi nap,iva‘l
cubdi cuing 1a déng goi.

Phuong an 14. Vién nén bao tan trong rudt chira levoisovalerylspiramyxin I (tinh trong

1000 vién nén)
Cong thice: xem Phuong an 10.

Quy trinh bao ché: bao ché vién nén tran theo Phuong an 5; cho vién nén tran dat yéu
cdu vao chdu dé bao duodng, sir dung xird va bot tale v6i luong nam trong khoang tir 60
dén 70% dé bao ba I6p lam 16p bao nén, va sau d6 bao 1ép riéng biét, bd sung dung dich
rugu zein 10%, siy kho trong thoi gian tir 10 dén 15 phat bang phuong phép dao, va sau
do nho giot dietyl ortho-phtalat, axeton, xenluloza axetat-phtalat va dung dich ruou, nghia
1a dung dich tan trong rudt vao chau, va siy kho tir 2 dén 3 1an bing phuong phép déo;

thuc hién viéc bao dudng theo Phuong an 13 sau khi qua quy trinh kiém tra chét luong.

Phuong an 15. Vién nén bao tan trong da day chira levoisovalerylspiramyxin I (tinh trong

1000 vién nén)
Cong thuc: xem Phuong an 10.

Quy trinh bao ché: bao ché vién nén tran theo Phuong an 11; cho vién nén trdn dat
yéu cau vao may bao higu sudt cao, va sau dé xir Iy bot bao c6 chit lugng dat yéu cau (bao
gdm bdt tan trong chit béo va bt tan trong nudc) thanh dung dich bao theo yéu ciu, va
cho dung dich bao nay vao may nghién keo dé nghién, va loc dé sir dung. Pun néng so bd
chau bao hiéu suét cao chira ddy vién nén tran, véi toc do quay trong khoang tir 5 dén 10
vong/phiit va nhiét do nam trong khoang tir 45 dén 60°C, phun dung dich bao vao chau
bang thiét bi phun dang sol khi (c& 16 >300), va sau d6 siy kho trong thoi gian tir 25 dén
35 phut, tién hanh lap di lap lai quy trinh nay tir 8 dén 12 14n, cho dén khi 16p bao trd nén

ddng nhat; va cudi ciing 12 déng g6i sau khi sy kho va kiém tra sy tuan thu yéu cau.
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Phuong an 16. Hat chira levoisovalerylspiramyxin I (tinh trong 1000 tdi)

Cong thirc: B0t tho chira levoisovalerylspiramyxin I 125¢g
Dudng bot 2000g
Dextrin 900g
PVP-K30 5% Luong thich hop

Quy trinh bao ché: sang bot thd chira levoisovalerylspiramyxin I, dudng bot va
dextrin bang rdy c6 c& 15 120, can levoisovalerylspiramyxin I, dudng bot va dextrin theo
cong thirc, va tron déu ching; xtr Iy nguyén liéu da tron déu & trén thanh nguyén liéu mém
v6i dich nhdy PVP-K30 5%; bao ché nguyén lidu nay thanh hat bang may tao hat dao
dong, sdy kho hat ¢ nhiét do 70°C, phan loai hat, va sau d6 déng géi ching sau khi kiém
tra chat luong.

Phuong 4n 17. Bao ché dung dich chira levoisovalerylspiramyxin II ding dé tiém
(1) tron déu 100mg isovalerylspiramyxin II va axit adipic véi lugng mol bang nhau,

va hoa tan vao 1 dén 5ml nudc cit dé thu duoc dung dich trong sudt, mau vang nhat, c6

do pH nim trong khoang tir 4,6 dén 5,6.

(2) bd sung than hoat tinh véi lugng bang 0,1% thé tich dung dich vao dung dich didu
ché dugce & budce (1), va loc dung dich nay;

(3) bit kin, tiét trung, kiém tra va dong goi trong didu kién vo tring.
Phuong an 18. Bao ché dung dich chira levoisovalerylspiramyxin I dung dé tiém

(1) tron ddu 100mg isovalerylspiramyxin II va axit xitric véi lugng mol bang nhau, va
hoa tan vao 1 dén 5ml nuge cit dé thu duoc dung dich trong sudt, mau vang nhat, c6 do

pH nam trong khoang ttr 4,6 dén 5.6.

(2) bd sung than hoat tinh véi lugng bing 0,1% thé tich dung dich vao dung dich diéu

ché dugc & budce (1), va loc dung dich nay;

(3) bit kin, tiét tring, kiém tra va déng goéi dung dich nay trong diéu kién vo trung.

Phuong 4n 19. Bao ché bot chira levoisovalerylspiramyxin II ding dé tiem
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(1) tron déu 100mg isovalerylspiramyxin II va axit xitric véi lugng mol bang nhau,
va hoa tan vao 1 dén Sml nudc cat dé thu duoc dung dich trong sudt, mau vang nhat, co

d6 pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6.

(2) bd sung than hoat tinh vé&i lugng bang 0,1% thé tich dung dich vao dung dich
didu ché duoc & bude (1), va loc dung dich nay;

(3) bd sung manitol véi lwong ndm trong khoang tir 30 dén 150mg lam cat nhan tao
dong kho; lam dong lanh nhanh trong thoi gian 9 gio & nhiét do thdp, va siy kho dé thu
duogc cuc toi mau vang nhat, va sau d6 ddy nép, kiém tra va déng géi trong didu kién vo
trung.

Phuong 4n 20. Bio ché chira vién nén chira levoisovalerylspiramyxin II (tinh trong 1000
vién nén)
Cong thirc: Levoisovalerylspiramyxin II 100g

Hydroxypropyl xenluloza dugc thé & mic thap (5%) 9,25g

Tinh bdt natri carboxymetyl (3%) 5,55¢g
Magie stearat (1%) 1,85¢g
Tinh bot Téng trong luong - trong lugng clia cac chét bd tro khac
Téng trong lugng 185¢g

Quy trinh bao ché: can lugng tinh bot thich hop va pha lodng dén ndng do 15%, dun
néng cho dén khi thanh ho tinh bot dé tao ra chit két dinh; ray lan luot thanh phan hoat
tinh carimyxin, chét bd trg bao gdm tinh bdt, hydroxypropyl xenluloza duoc thé & mirc
thdp, tinh bot natri carboxymetyl va magie stearat bang rdy c6 c& 16 100, va can thanh
phdn hoat tinh va cic chdt bd tro yéu cau theo coéng thuc; tron k¥
levoisovalerylspiramyxin II, tinh bt va hydroxypropyl xenluloza dugc thé & muc thip,
bing cach s dung 15% hd tinh bt dé tao ra nguyén lidu mém, xir Iy nguyén liéu mém
ndy thanh hat bang rdy c6 c& 16 14, siy kho & nhiét do nim trong khoang 50 dén 60°C cho
dén khi ham luong nudc nam trong khoang tir 3 dén 5%; phan loai céc hat nay bang ry
c6 ¢ 16 14, va bd sung tinh bt natri carboxymetyl va magie stearat vao va tron, xac dinh

ham lugng hat; tinh trong luong cua ting vién nén theo ham luong cuar hat; dap vién nén
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(may dap 1dm duong kinh 9mm), phét hién su khéc biét trong lugng cia vién nén, va sau

dé dong goi cac vién nén dat yéu cau sau khi kieém tra.

Phuong an 21. Bao ché vién nang chira levoisovalerylspiramyxin II (tinh trong 1000 vién

nang)
Cong thirc: Bot tho chira levoisovalerylspiramyxin 11 100g

Tinh bot (dung trong dugc phim) 108g - trong luong bot thd chira

levoisovalerylspiramyxin I1
V6 nang dung trong dugc pham loai s6 3 100 voO nang
Parafin long Sml

Quy trinh bao ché: can thanh phan hoat tinh levoisovalerylspiramyxin II, chit bd trg
tinh bot (d¢é dung trong duge pham) lan lugt theo cong thirc va sau dé cho chiing vao may
khudy dé tron k¥ trong thoi gian tir 1,5 dén 2 gid; dit liéu cia ham lugng mau phat hién
dugc hau nhu phai phi hop véi dit liéu ly thuyét (khoang 0,105g cho mdi vién nang).
Nhdi vién nang loai s6 3 pht hop dung trong dugc pham va nguyén liéu da tron dé nap
vao may nap liéu theo yéu cdu van hanh cta may bao nang tu dong hoan toan; phat hién
su khac biét v& céc vién nang di duoc nhdi (trong khoang £10%, <0,3g) va tc do hoa tan,
cho vién nang phil hop vao may danh bong va bd sung parafin long dé danh béng trong
thoi gian tir 15 dén 20 phit, va sau d6 14y ra dé kiém tra hop dong goi thanh pham.
Phuong 4n 22. Bao ché dung dich chira isovalerylspiramyxin III ding dé tiém

(1) tron déu 100mg isovalerylspiramyxin III va axit maleic v6i lugng mol bing nhau,

va hoa tan vao 1 dén 5ml nudc cit dé thu duoge dung dich trong sudt, mau vang nhat, cé

d6 pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6.

(2) bd sung than hoat tinh v4i luong bing 0,1% thé tich dung dich vao dung dich
diéu ché duoc & budc (1), va loc dung dich nay;
(3) bit kin, tiét tring, kiém tra va déng géi trong diéu kién vo tring.

Phuong 4n 23. Bao ché bot chira levoisovalerylspiramyxin I1I diing dé tiém
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(1) trdn déu 100mg isovalerylspiramyxin III va axit maleic vi lugng mol bang nhau,
va hoa tan vao 1 dén Sml nudc cat dé thu duoc dung dich trong sudt, mau vang nhat, c6

d6 pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6.

(2) bd sung than hoat tinh véi luong bang 0,1% thé tich dung dich vao dung dich

diéu ché duoc ¢ budce (1), va loc dung dich nay;

(3) bd sung manitol v&i lugng ndm trong khoang tir 30 dén 150mg 1am cat nhan tao
déng khd; lam dong lanh nhanh trong thoi gian 9 gid & nhiét do thap, va sdy kho dé thu
dugc cuc toi mau vang nhat, sau d6 ddy nip, kiém tra va doéng géi trong didu kién vo

trung.
Phuong an 24. Vién nang chira levoisovalerylspiramyxin III (tinh trong 1000 vién nang)
Cong thirc: Levoisovalerylspiramyxin III bt tho 100g

Tinh bot (dé dung trong duoc pham) 108g - trong luong bot thd chua

levoisovalerylspiramyxin 111
V6 nang ding trong dugc pham loai s6 3 100 v6 nang
Parafin long Sml

Quy trinh bao ché: cén lan luot thanh phan hoat tinh levoisovalerylspiramyxin III,
chét bd tro tinh bot (d& dung trong duoc pham) theo cong thirc, va sau d6 cho ching vao
méy khudy dé tron k¥ trong thoi gian tir 1,5 dén 2 gio; dir lidu ciia ham lugng miu phat
hién duoc hiu nhu phai phii hop véi dir liéu ly thuyét (khoang 0,105g cho mdi vién nang).
Nhdi vién nang loai s6 3 phd hop dung trong duge phidm va nguyén liéu da tron dé nap
vao may nap lidu theo yéu cdu van hanh ctia mdy bao nang tu dong hoan toan; phat hién
su khac biét vé cac vién nang di dugc nhdi (trong khoang £10%, <0,3g) va tc do hoa tan,
cho vién nang phil hgp vao may danh béng va bd sung parafin 1éng dé dénh béng trong

thoi gian tir 15 dén 20 phut, va sau d6 14y ra dé kiém tra hop dong goi thanh pham.

Phuong an 25. Xir6 chira levoisovalerylspiramyxin III (tinh trong 1000 tai)

Cong thuc: Bot tho chira levoisovalerylspiramyxin [ 125¢g
Axit xitric (0,5%) 1,5¢
Dudng mia Tdng trong luong-nguyén lidu thd va chét bd trg
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khac
Tdng trong lugng 50g
B&t mau (curcumin) khoang 0,1g

Quy trinh bao ché: nghién bot thd chira levoisovalerylspiramyxin III, axit xitric va
duong mia thanh hat lan luot béng may nghién kiéu khi nén toc do cao, voi 85% hat bﬁng
rdy c6 c& 18 300 va 15% hat bang ray c6 c& 18 180, va sau d6 can bot min di nghién theo
cong thic va tron k¥ trong thoi gian tir 1 dén 1,5 gio, do ham luong va tinh lugng nap
(500mg cho mdi thi theo ly thuyét), sau d6 nap hdn hop nay vao may déng tii, nap vao
bao gidy trang nhom, va phan phdi hdn hop theo yéu cau van hanh cia thiét bi phan phdi,
v6i mire do chénh 1éch khi nap trong khoang £5%, va kiém tra chat luong sau khi nap, va
cubi cung 1a déng goi.

Phuong an 26. Hat chira levoisovalerylspiramyxin IIT (tinh trong 1000 tuai)

Cong thtrc: Bot tho chua levoisovalerylspiramyxin 11 125g
Puong bot 2000g
Dextrin 900g
PVP-K30 5% Luong thich hop

Quy trinh bao ché: sang bdt thd levoisovalerylspiramyxin 111, dudng bot va dextrin
bing ray c6 ¢ 18 120, can levoisovalerylspiramyxin III, dudng bot va dextrin theo cong
thirc va tron déu chung; xtr Iy nguyén liéu da tron déu néu trén thanh nguyén liéu mém véi
dich nhdy PVP-K30 5%; bao ché nguyén liéu nay thanh hat bing may tao hat dang dao
dong, séy kho hat ¢ nhiét do 70°C, phan loai hat, va sau dé dong gdi chiing sau khi kiém
tra chat luong.

Phuong an 27

Xt 1y tiép bot rdn mau tring chira levoisovalerylspiramyxin I theo phuong 4n 1 thanh

dang tinh thé.

Phuong phap diéu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé:

1. truGe hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin I rén thu duoc theo phuong 4n 1 trong
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dung méi hdn hop gdm etyl axetat, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, theo ty 18 thé tich

bang 1:10:1;

2. sau d6 bd sung nudc tinh khiét va dong thoi khudy hdn hop nay, va thé tich nudce
tinh khiét duoc bd sung bang 2,5 1an cua tong thé tich cla etyl axetat, ruou etylic tuyét dbi
va axeton khan; van tdc bd sung nude 1a 4ml/phut; va tdc d6 khudy khi bd sung nudc tinh

khiét bang 30 vong/phut;

3. 1am mét dén nhiét do 5°C véi tde d6 bang 1°C/gio sau khi bd sung nuéce tinh khiét,
tiép tuc khudy trong khi lam mat, dé thu duoc hop chat levoisovalerylspiramyxin I & dang

tinh thé.

Phé nhiu xa bot tia X ctia hop chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé duoc
do bing tia Cu-Ka c6 céc pic didc trung & goc 260 bang 7,6°, 8,0°, 10,0°, 11,4°, 16,4°, 17,0°,
17,5°, 17,9, 19,5°, 22,7°, 23,7° va 24,4°, va phd nhiéu xa tia X 1a nhu duoc thé hién trén
Fig.5.

Phuong &n 28

X 1y tiép bot ran mau trang chira levoisovalerylspiramyxin I theo phuong 4n 1 thanh
dang tinh thé.

Phuong phap didu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé:

1. trude hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin I ran trong dung moi hdn hop gdm etyl
axetat, rugu etylic tuyét dbi va axeton khan, theo ty & thé tich béng 1:10:1;

2. sau d6 bd sung nude tinh khiét va dong thoi khudy hdn hop, va thé tich nude tinh
khiét dugc bd sung bang 9 1an téng thé tich clia etyl axetat, ruou etylic tuyét dbi va axeton
khan; tbc d6 bd sung nudc bang 10ml/phut; va tdc do khudy khi bd sung nudce tinh khiét
bing 60 vong/phut;

3. lam mat dén nhiét d6 15°C véi tde do bang 3°C/gid sau khi bd sung nude tinh khiét,
tiép tuc khudy véi toc d6 bang 10 vong/phut trong khi 1am mét, dé thu duoc hop chit
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé.

Phé nhiéu xa bot tia X cua hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé dugc

do bang tia Cu-Ka giéng Fig.5.
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Phuong 4n 29. Phuong phap bao ché dung dich dung d& tiém chora hop chét
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé

Bao ché hgp chit levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé theo phuong an 27
thanh dung dich dung dé tiém, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong 4n 30. Phuong phap bao ché bot dung dé tiém chwa hop chét
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé

Bao ché hop chit levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé theo phuong 4n 28
thanh bot dung dé tiém, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong an 31. Phuong phap bao ché vién nén chira hop chét levoisovalerylspiramyxin I &
dang tinh thé

Bao ché hop chit levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé theo phuong én 27
thanh vién nén, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong an 32

Xt 1y tiép bot rin mau trang chira levoisovalerylspiramyxin II theo phuong 4n 1
thanh dangtinh thé.

Phuong phap diéu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé:

1. trude hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin II ran theo phuong 4n 1 trong dung moi
hdn hop gém metanol tuyét déi, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, theo ty 1€ thé tich
bang 1:10:1;

2. sau d6 bd sung nudce tinh khiét va dong thoi khudy hdn hop, va thé tich nudce tinh
khiét bd sung bang 2,5 lan téng thé tich cua metanol tuyét dbi, rugu etylic tuyét dbi va
axeton khan; téc do bd sung nudc bang 4ml/phut; va téc do khudy khi bd sung nude tinh
khiét bang 30 vong/phut;

3. 1am mat dén nhiét do 5°C véi toc dd béng 1°C/gid sau khi bd sung nudc tinh khiét,
tiép tuc khudy véi tbe do bang 10 vong/phut trong khi 1am mat, dé thu dugc hop chét
levoisovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé.

Phé nhidu xa bot tia X ctia hop chét levoisovalerylspiramyxin IT & dang tinh thé duoc

do bﬁng tia Cu-Ka c6 céc pic dac trung khi goc 20 béng 10,0° 11,6° 16,4° 17,3° 19,1°,
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21,2°,22,1°, 22,7°, 26,4°, 26,9°, 27,5° va 31,5°, va phd nhidu xa tia X 1a nhu dugc thé hién
trén Fig.6.

Phuong an 33

X 1y tiép bot rin mau tring chta levoisovalerylspiramyxin II theo phuong an 1

thanh dang tinh thé.
Phuong phap diéu ché hop chat levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé:

1. tru6e hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin II rin theo phuong 4n 1 trong dung moi
hén hgp gdm metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét déi va axeton khan, theo ty 18 thé tich

béng 1:10:0,8;

2. sau d6 bd sung nudce tinh khiét va dong thoi khudy hdn hop, va thé tich nuée tinh
khiét b sung bing 9 lan tdng thé tich cua metanol tuyét ddi, ruou etylic tuyét dbi va
axeton khan; téc do bd sung nudc bang 10ml/phut; va tbe do khudy nudc tinh khiét bd

sung bang 60 vong/phiit;

3. 1am mat dén nhiét do 15°C véi toe do bang 3°C/gid sau khi bd sung nude tinh khiét,
tiép tuc khudy véi tdc do bang 10 vong/phit trong khi lam mat, dé thu dugc hop chét
levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé.

Phé nhidu xa bot tia X ctia hop chat levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé do
dugc bang tia Cu-Ka la giéng Fig.6.

Phuong an 34

Xt ly tiép bot rin mau tring chta levoisovalerylspiramyxin II theo phuong an 2
thanh dang tinh thé.

Phuong phap diéu ché hop chat levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé:

1. trudc hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin II rén trong dung méi hén hop gdm
metanol tuyét déi, ruou etylic tuyét d6i va axeton khan, theo ty 18 thé tich béng 1:5:1;

2. sau d6 bd sung nude tinh khiét va ddng thoi khudy hdn hop, va thé tich nudce tinh
khiét bd sung bang 7,5 lan téng thé tich ctia metanol tuyét ddi, ruou etylic tuyét déi va
axeton khan; toc do bd sung nudc bang 6ml/phut; va téc do khudy khi bd sung nuéce tinh

khiét bang 40 vong/phut;
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3. lam mét dén nhiét do 10°C véi tde do bang 2°C/gid sau khi bd sung nudc tinh khiét,
tiép tuc khudy véi toe do bang 15 vong/phut trong khi lam mat, dé thu duoc hop chét

levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé.

Phé nhidu xa bot tia X ctia hop chit levoisovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé do

duogc bang tia Cu-Ka la gidng Fig.6.
Phuong an 35

X ly tiép bot rdn mau tréng chia levoisovalerylspiramyxin II theo phuong 4n 3

thanh dang tinh thé.
Phuong phép diéu ché hop chat levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé:

1. trudc hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin II rén trong dung méi hdn hop gdém

metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, theo ty 1€ thé tich béng 1:3:1;

2. sau d6 bd sung nudc tinh khiét va dong thoi khudy hdn hop, va thé tich nude tinh
khiét bd sung bang 7,5 lan tong thé tich ctia metanol tuyét dbi, rugu etylic tuyét dbi va
axeton khan; van tdc bd sung nudc bang 8ml/phit; va tdc do khudy nude tinh khiét bd

sung bang 45 vong/phit;

3. lam mat dén nhiét do 12°C véi tée d bing 2,5°C/gid sau khi bd sung nude tinh
khiét, tiép tuc khudy véi toc do bang 20 vong/phut trong khi lam mat, dé thu duoc hop

chat levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé.

Phd nhiéu xa bt tia X ctia hgp chit levoisovalerylspiramyxin I ¢ dang tinh thé do

duoc bang tia Cu-Ka la giéng Fig.6.
Phuong an 36

X 1y tiép bdt rdn mau tring chira levoisovalerylspiramyxin II theo phuong 4n 3

thanh dang tinh thé.
Phuong phép diéu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé:

1. truéc hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin II ran trong dung méi hdn hop gdm

metanol tuyét déi, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, theo ty 1¢ thé tich b?lng 1:6:0,8;

2. sau d6 bd sung nude tinh khiét va ddng thoi khudy hdn hop, va thé tich nuéc tinh

-40-



22557

khiét bd sung bang 5 ldn tdng thé tich ctia metanol tuyét déi, ruou etylic tuyét ddi va
axeton khan; tc d bd sung nudc bang 7ml/phut; va téc do khudy khi bd sung nuéce tinh

khiét bang 60 vong/phut;

3. 1am mat dén nhiét do 12°C véi téc do bang 1,2°C/giv sau khi bd sung nuge tinh
khiét, tiép tuc khudy véi tdc do bang 15 vong/phit trong khi 1am mat, dé thu duogc hop
chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé.

Phd nhidu xa bot tia X ctia hop chit levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé do
dugc bang tia Cu-Ka la gidng Fig.5.

Phuong 4n 37. Phuong phap bao ché dung dich dung dé tiém chéa hop chét
levoisovalerylspiramyxin IT & dang tinh thé

Béao ché hop chit levoisovalerylspiramyxin II ¢ dang tinh thé theo phuong én 34
thanh dung dich dung dé tiém, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong 4n 38. Phuong phap bao ché dung dich dung dé tiém chira hop chat
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé

Bao ché hop chit levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé theo phuong an 33
thanh dung dich ding dé tiém, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong é&n 39. Phuong phdp bao ché bot ding dé tiém chira hop chat
levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé

Bao ché hop chit levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé theo phuong 4n 36
thanh bot dung dé tiém, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong 4n 40. Phuong phdp bao ché bot ding dé tiém chia hop chét
levoisovalerylspiramyxin II ¢ dang tinh thé

Bao ché hop chit levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé theo phuong 4n 35
thanh bot diing dé tiém, theo phuong phéap bao ché nhu trén.

Phuong 4n 41. Phuong phap bao ché vién nén chira hop chét levoisovalerylspiramyxin 1I
& dang tinh thé

Bio ché hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé theo phwong 4n 36

thanh vién nén, theo phuong phap bao ché nhu trén.
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Phuong 4n 42. Phuong phap bao ché vién nang chira hop chét levoisovalerylspiramyxin 11

& dang tinh thé

Bao ché hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé theo phuwong an 32

thanh vién nang, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong 4n 43. Phuong phap bao ché hat chira hop chat levoisovalerylspiramyxin II &

dang tinh thé

Béo ché hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé theo phuong 4n 33

thanh hat, theo phuong phap bao ché nhu trén.
Phuong an 44

X ly tiép bot ran mau tring chira levoisovalerylspiramyxin III theo phuong 4n 1

thanh dang tinh thé.
Phuong phap didu ché hop chit levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé:

1. truéc hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin III rén theo phuong é4n 1 trong dung
mdi hdn hop gdm metanol tuyét dbi, rugu etylic tuyét ddi va axeton khan, theo ty 18 thé

tich bang 1:10:1;

2. sau d6 bd sung nudc tinh khiét va dong thoi khudy hdn hop, va thé tich nudce tinh
khiét bd sung bang 2,5 lan tong thé tich ctia metanol tuyét dbi, rugu etylic tuyét déi va
axeton khan; van tdc nudc bd sung bang 4ml/phut; va téc do khudy khi bd sung nude tinh

khiét bang 30 vong/phit;

3. 1am mat dén nhiét d6 nam trong khoang 5°C vdi téc do bang 1°C/gid sau khi bd
sung nude tinh khiét, tiép tuc khudy véi tdc do bang 10 vong/phut trong khi lam mat, dé

thu dugc hop chét levoisovalerylspiramyxin I1I & dang tinh thé.

Phd nhidu xa bdt tia X cta hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé
duoc do bﬁng tia Cu-Ka c6 cac pic déc trung & goc 20 bé‘mg 8,0°,10,0°% 11,2°,11,7°, 16,4°,
19,1°, 19,6°, 20,0° 21,4° 22,9°, 23,6°va 29,4°, va phd nhidu xa tia X la nhu duoc thé
hién trén Fig.7.

Phuong an 45
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Xt ly tiép bdt rdn mau tring chira levoisovalerylspiramyxin III theo phuong an 2
thanh dang tinh thé.

Phuong phap diéu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin IIl & dang tinh thé:

1. truée hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin III rén trong dung méi hdn hop gdm
metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét dbi va axeton khan, theo ty 1€ thé tich béng 1:10:1;

2. sau d6 bd sung nude tinh khiét va ddng thoi khudy hdn hop, va thé tich nudc tinh
khiét bd sung bang 9 lan tong thé tich ciia metanol tuyét ddi, rugu etylic tuyét ddi va
axeton khan; téc d6 bd sung nudc bang 10ml/phit; va tdc dd khudy khi bd sung nude tinh
khiét bang 60 vong/phit;

3. lam mét dén nhiét do 15°C v&i tdc do bang 3°C/gid sau khi bd sung nudc tinh khiét,
tiép tuc khudy voi tdc do bang 10 vong/phut trong khi lam mat, dé thu duogc hop chat
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé.

Phé nhidu xa bot tia X cta hop chat levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé do
dugc bang tia Cu-Ka la gidng Fig.7.

Phuong an 46

Xt ly tiép bot rdn mau tring chira levoisovalerylspiramyxin III theo phuong 4n 2
thanh dang tinh thé.

Phuong phap diéu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé:

1. truéc hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin III rin trong dung méi hdn hop cua
metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét dbi va axeton khan, theo ty 1€ thé tich béng 1:5:0,8;

2. sau d6 bd sung nudc tinh khiét va dong thoi khudy hdn hop, va thé tich nudce tinh
khiét bd sung bang 7,5 lan tong thé tich clia metanol tuyét ddi, rugu etylic tuyét di va
axeton khan; toc do bd sung nudce bang 6ml/phut; va tée do khudy khi bd sung nude tinh
khiét bang 40 vong/phut;

3. lam mét dén nhiét d6 10°C véi tde do bang 2°C/gid sau khi bd sung nuée tinh khiét,
tiép tuc khudy véi tbc do bang 15 vong/phit trong khi lam mat, dé thu duoc hop chit
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé.

Phd nhidu xa bot tia X cta hop chét levoisovalerylspiramyxin 111 & dang tinh thé do
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dugc bang tia Cu-Ka la gidng Fig.7.
Phuong an 47

Xt ly tiép bdt rin mau tring chira levoisovalerylspiramyxin Il thu duoc theo
phuong an 3 thanh dang tinh thé.

Phuong phép diéu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé:

1. truéc hét hoa tan levoisovalerylspiramyxin III rén trong dung méi hdn hop gdm
metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét dbi va axeton khan, theo ty 18 thé tich béng 1:2:1;

2. sau d6 bd sung nude tinh khiét va dong thoi khudy hdn hop, va thé tich nudc tinh
khiét bd sung bang 7,5 1an téng thé tich ctia metanol tuyét ddi, ruou etylic tuyét dbi va
axeton khan; tc do bd sung nudc bang 8ml/phut; va tée do khudy khi bd sung nuée tinh
khiét bang 45 vong/phiit;

3. 1am mat dén nhiét do 12°C véi tée do bang 2,5°C/gid sau khi bd sung nuée tinh
khiét, tiép tuc khudy véi tdc do bing 20 vong/phut trong khi lam mat, dé thu dugc hop
chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé.

Phé nhidu xa bdt tia X ctia hgp chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé do
duoc bang tia Cu-Ka la gidng Fig.7.

Phuong 4n 48. Phuong phdp bao ché dung dich ding dé tiém chia hop chét
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé

Bao ché hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé theo phuong an 44
thanh dung dich dung dé tiém, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong 4an 49. Phuong phdp bao ché bot dung dé tiém chua hop chét
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé

Bao ché hop chat levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé theo phuong an 45
thanh bdt ding dé tiém, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong 4an 50. Phuong phép bao ché vién nén chira hop chét levoisovalerylspiramyxin II1I
& dang tinh thé

Bao ché hop chat levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé theo phuong an 46
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thanh vién nén, theo phuong phap bao ché nhu trén.

Phuong an 51. Phuong phap bao ché vién nang chtra hop chat levoisovalerylspiramyxin

111 & dang tinh thé

Bao ché hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé theo phuong 4n 47

thanh vién nang, theo phuong phap bao ché nhu trén.
Thir nghiém 1. Thir nghiém ddc tinh cdp cua levoisovalerylspiramyxin I, 11 va I1I
1. Phuong phép thir nghiém:

Ca chudt nhit va chudét to dugc cho dung thubc qua dudng miéng

(levoisovalerylspiramyxin I, II va III thu dugc theo phuong éan 1)

Sau khi quan st chudt nhét va chudt to trong hai ngay trude khi thir nghiém, thir
nghiém dugc tién hanh ddi voi cac con chudt khong c6 cac biéu hién bét thuong. Cac con
chudt nhét va chudt to nay khong duge n gi trong ca dém trude khi thir nghiém. Theo két
qua du doan, lan luot cho chudt nhét va chudt to dung 4000mg/kg thude thu nghiém qua
dudng trong da day, ma khong con chudt nao chét. Trong thir nghiém nay, thube dugc
dung cho chudt nhét va chudt to 1an luot la 4000mg/kg, trong d6, chudt nhét dugc cho
dung tiép lidu 100mg/ml, v&i dung tich dung trong da day ndm trong khoang tir 0,6ml/lan
dén 0,8ml/lan, trong khi chuét to duoc cho dung tiép liéu 173mg/ml, vé6i dung tich dung
trong da day ndm trong khoang tir 0,8 dén 1,0ml/50g. Quan sat cac con chudt ding thubc

nay trong mdt tudn vé phan (mg ddc tinh va ty 1& chét.
II. Xem Bang 1 va 2 vé két qua thir nghiém

Bang 1. Doc tinh cdp cua thude thir nghiém trén chudt nhét bang cach dung qua dudng

miéng (LDs)
. Liéu luon . . . Ty 1& t&r von LD
Thudc thir nghiém e SO lugng | SO bi chét vE 0 & N
(mg/kg) (%) (mg/kg)
Levoi lerylspi
ev01sova.ery spir 4000 20 7 35 >4000
amyxin |
Levoi lerylspi
evmsova‘ erylspir 4000 20 7 35 >4000
amyxin II
Levoi lerylspi
evmsove.l erylspir 4000 20 7 35 >4000
amyxin III
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Bang 2. Doc tinh cép cla thube thir nghiém trén chudt to bing cach dung qua duodng

miéng (LDso)

Th A th' L')‘ lu'o , , , T.‘ lé tir (6]
uoe thu teu fuong Sélugng | Sébichét | > © " V"8 | D50 (mg/ke)
nghiém (mg/kg) (%)
Levoi lerylspi
ev01sova.ery spi 4500 20 3 15 >4500
ramyxin |
Levoi lerylspi
evoisovalerylspi 4500 20 3 15 >4500
ramyxin II
Levoi lerylspi
ev01sova.1 erylspi 4500 20 3 15 >4500
ramyxin III

Céc thir nghiém tuong tu da duoc tién hanh véi levoisovalerylspiramyxin 1, II va III
hodc cac ché phdm levoisovalerylspiramyxin L, I, III thu dugc theo cac phuong an khac
ctia sang ché, va két qua thu duoc 13 tuong tu.

Vi du thir nghiém 2: Tac dung in vivo clia levoisovalerylspiramyxin I va dang tinh thé cua

né

Phuong phap thir nghiém: diéu ché dung dich vi khuin gy nhiém: 14y dung dich vi
khuén thir nghiém dugc bdo quan trong ti lanh & nhiét do -80°C ra va dé & nhiét do trong
phong trong khoang 1 gid, sau d6 cly Streptococcus pneumonia, Streptococcus sinh mi
va Enterococcus, cho hép thu 0,1ml dung dich vi khudn 1an luot vao 2ml nuéc canh MH
(b6 sung 10% huyét thanh ngua da bit hoat), va cdy 0,1ml dung dich vi khuin
Staphylococcus aureus vao 2ml nuéc canh MH theo cing phuong phap nhu trén; cho né
vao tu e“ip & nhiét d6 37°C dé nudi céy trong 18 gio, dé thu dugc dung dich vi khuén géc;
pha lodng dung dich vi khuan gdc nay véi 5% dich nhdy cua da day dé 1am cho céc con

chudt bi nhiém 100% vi khuan gay chét, dé thu dugc dung dich vi khudn gy nhiém.

Pudng dung 1am sang clia carimyxin dugc dé xuat 1a dung qua duong miéng, do vay
viéc dung trong da day dugc ap dung trong thur nghiém carimyxin. Cho cac con chudt
diung levoisovalerylspiramyxin 1 (thu dugc theo phuong 4n 1) va hop chat
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé (thu duoc theo phuong an 27) bing céch tiém

bap.

Sau khi ding 0,5ml lidu gy chét cho chudt nhit bang cach tiém trong mang bung;

céc con chudt ndy cé céc triéu chimg nhu giam hoat dong dang ke, nghi ngoi va rung long
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v.v.. Sau khi cac con chudt dugce gay nhiém, lan luot cho mdi con chudt dung 0,2ml béng

cach dung trong da day vao thoi diém tir 0,5 dén 6 gid, va chung khong c6 phan ng bat

loi. Quan sat s& luong con chudt chét trong 7 ngay, va tinh 50% liéu hiru hiéu (EDs) cua

mdi loai thudc dbi véi cac con chudt bi nhidm bénh va so sanh tac dung bao vé ctia thuoc

bang chuong trinh Bliss.

Keét qua cua thir nghiém in vivo:

Bang 3: So sanh tac dung chita bénh cua 5 loai thudc khéang sinh trén chudt bi nhiém 6

chung Streptococci ¢ bung

Vi khuén thir Liéu thir nghiém Thube MIC EDs,
nghiém (CFU/0,5ml/con chudt) (ng/ml) | (mg/kg)

isovalerylspiramyxin [ 0,12 9,73

isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 0,12 8,39

Streptococcus 6.4x10° carimyxin 0,12 10,41
pneumoniae; ’ azithromyxin 0,12 18,29
axetyl spiramyxin 0,5 66,96

erythroxin 1 85,08

isovalerylspiramyxin [ 0,03 9,51

isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 0,03 8,65

Streptococcus 9.6x10" carimyxin 0,03 10,06
pneumoniaeg ’ azithromyxin 0,06 14,87

axetyl spiramyxin 0,06 37,93

erythroxin 0,06 57,08

isovalerylspiramyxin [ 0,06 13,86

isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 0,06 12,82

Streptococcus 8.8x10" carimyxin 0,12 16,02
pneumoniaes, ’ azithromyxin 0,12 19,02
axetyl spiramyxin 1 398,01

erythroxin 0,25 102,33

isovalerylspiramyxin I 0,06 26,15

isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 0,06 23,37

Streptococcus 6.9x10° carimyxin 0,12 26,30
sinh mi77, ’ azithromyxin 0,25 46,89

axetyl spiramyxin 0,25 98,11

erythroxin 0,5 101,33

isovalerylspiramyxin I 0,12 66,40

isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 0,12 60,99

Streptococcus 7 810" carimyxin 0,25 87,84
sinh mu;g, ’ azithromyxin 0,5 159,06
axetyl spiramyxin 0,5 227,07

erythroxin 0,5 361,01
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isovalerylspiramyxin 1 0,12 57,25
isovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 0,12 54,58
Streptococcus 4.9%10" carimyxin 0,25 68,48
sinh muo ’ azithromyxin 0,25 68,48
axetyl spiramyxin 0,5 117,53
erythroxin 0,5 233,72
Bang 4: So sanh tac dung chita bénh cua 5 thude khéang sinh trén chudt bi nhiém
Enterococcus va Staphylococcus aureus & bung
Vi khuén thir Liéu thir nghiém Thude MIC EDs,
nghiém (CFU/0,5ml/con chudt) (ng/ml) | (mg/kg)
isovalerylspiramyxin I 0,5 77,55
isovalerylspiramyxin I dang tinh thé 0,5 62,11
Enterococcuss, 5,4x10* carimyxin 0.5 89.29
azithromyxin 1 146,51
axetyl spiramyxin 1 130,34
erythroxin 2 175,23
isovalerylspiramyxin I 0,5 23,54
isovalerylspiramyxin I dang tinh thé 0,5 21,33
Staphylococcus 50%10° carimyxin 0,5 31,98
aureus s azithromyxin 0,5 31,98
axetyl spiramyxin 1 43,58
erythroxin 1 82,36
isovalerylspiramyxin I 0,5 24,40
isovalerylspiramyxin I dang tinh thé 0,5 22,26
Staphylococcus 5 8x10° carimyxin 0,5 31,50
aureusqg ’ azithromyxin 1 58,79
axetyl spiramyxin 1 66,63
erythroxin 1 64,17
isovalerylspiramyxin [ 1 110,24
isovalerylspiramyxin I dang tinh thé 1 107,46
Staphylococcus 4.8x10° carimyxin 2 120,35
aureus, ’ azithromyxin 2 120,35
axetyl spiramyxin 20438 >500
erythroxin 256 266,11
isovalerylspiramyxin I 0,5 42,67
isovalerylspiramyxin I dang tinh thé 0,5 38,00
Staphylococcus 49%10° carimyxin 1 59,30
aureus,; ’ azithromyxin 4 142,99
axetyl spiramyxin 2048 >500
erythroxin 4 213,67
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Két qua cta thtr nghiém in vivo:

Xem Bang 3 va Bang 4 vé tac dung chita bénh ciia isovalerylspiramyxin I trén chudt
bi nhi€m 12 ching vi khudn, cho thdy tiac dung bao vé tbt; va hop chat
isovalerylspiramyxin I ¢ dang tinh thé thé hién tac dung bao vé t&t hon trén chudt bi

nhiém 12 chung vi khuén.

Thir nghiém twong ty dugc tién hanh véi levoisovalerylspiramyxin 1 va
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé thu dugc theo cic phuong 4n khéac cua sang
ché hoic ché phdm chira levoisovalerylspiramyxin I hodc dang tinh thé ctia n6, két qua thu

duogc 1a tuong tu.
Vi du thir nghiém 3: Téc dung in vivo cla levoisovalerylspiramyxin II va hop chat & dang
tinh thé cua né

St dung hop chét levoisovalerylspiramyxin II thu dugc theo phuong 4n 1 va hop
chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé thu duoc theo phuong 4n 36, va phuong
phap thir nghiém giéng nhu phuong phéap duoc néu trong vi du thir nghiém 2.

Xem Bang 5 va Bang 6 v& két qua cua thir nghiém in vivo:

Bang 5: So sanh tac dung chita bénh ctia 5 thude khang sinh trén chudt bi nhiém 6 chung

Streptococci & bung

Vi khuén thir Liéu thir nghiém Thube MIC EDs,
nghiém (CFU/0,5ml/ con chudt) (png/ml) (mg/kg)

isovalerylspiramyxin II 0,12 8,99

isovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 0,12 7,69

Streptococcus 4 carimyxin 0,12 10,41

6,4x10

pheumoniae; azithromyxin 0,12 18,29

axetyl spiramyxin 0,5 66,96

erythroxin 1 85,08

isovalerylspiramyxin I1 0,03 8,98

isovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 0,03 8,09

Streptococcus 9.6x10* carimyxin 0,03 10,06

preumoniaes azithromyxin 0,06 14,87

axetyl spiramyxin 0,06 37,93

erythroxin 0,06 57,08
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isovalerylspiramyxin II 0,06 13,10

isovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 0,06 12,04

Streptococcus 8,8x10* carimyxin 0,12 16,02
pneumoniaes; azithromyxin 0,12 19,02
axetyl spiramyxin 1 398,01

erythroxin 0,25 102,33

isovalerylspiramyxin II 0,06 24,61

isovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé 0,06 21,90

Streptococcus 6.9% 10° carimyxin 0,12 26,30
sinh mu 77, azithromyxin 0,25 46,89
axetyl spiramyxin 0,25 98,11

erythroxin 0,5 101,33

isovalerylspiramyxin II 0,12 63,21

isovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 0,12 58,00

Streptococcus 7,8x10* carimyxin 0,25 87,84
sinh mu ¢, azithromyxin 0,5 159,06
axetyl spiramyxin 0,5 227,07

erythroxin 0,5 361,01

isovalerylspiramyxin II 0,12 52,77

isovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé 0,12 49,94

Streptococcus 4,9% 10* carimyxin 0,25 68,48
sinh mu ;)9 azithromyxin 0,25 68,48
axetyl spiramyxin 0,5 117,53
erythroxin 0,5 233,72

Bang 6: So sanh tac dung chita bénh cta 5 thudc khang sinh trén éhu(f)t bi nhiém

Enterococcus va Staphylococcus aureus & bung

Vi khuén thir Liéu thir nghiém Thube MIC EDs,
nghiém (CFU/0,5ml/con chugt) (pg/ml) | (mg/kg)
isovalerylspiramyxin II 0,25 70,16
isovalerylspiramyxin II dang tinh thé 0,25 56,16
4 carimyxin 0,5 89,29
Enterococcuss; 5,4x10 . .
azithromyxin 1 146,51
axetyl spiramyxin 1 130,34
erythroxin 2 175,23
isovalerylspiramyxin II 0,25 20,87
isovalerylspiramyxin II dang tinh thé 0,25 16,18
Staphylococcus 52x10° carimyxin 0,5 31,98
aureusig azithromyxin 0,5 31,98
axetyl spiramyxin 1 43,58
erythroxin 1 82,36
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isovalerylspiramyxin II 0,25 22,26
isovalerylspiramyxin II dang tinh thé 0,25 18,71
Staphylococcus 5.8x10° carimyxin 0,5 31,50
aureussg ’ azithromyxin 1 58,79
axetyl spiramyxin 1 66,63
erythroxin 1 64,17
isovalerylspiramyxin II 1 108,04
isovalerylspiramyxin II dang tinh thé 1 104,67
Staphylococcus 4,8x10* carimyxin 2 120,35
aureusy, azithromyxin 2 120,35
axetyl spiramyxin 2048 >500
erythroxin 256 266,11
isovalerylspiramyxin II 0,5 38,90
isovalerylspiramyxin II dang tinh thé 0,5 36,09
Staphylococcus 42x10* carimyxin 1 59,30
aureusy; azithromyxin 4 142,99
axetyl spiramyxin 2048 >500
erythroxin 4 213,67

Két qua cua thir nghiém in vivo:

Xem Bang 13 va Bang 14 vé tac dung chita bénh cta hop chét isovalerylspiramyxin
IT & dang tinh thé trén chudt bi nhidm 12 ching vi khuén, cho théy tac dung bao vé tdt, tac
dung t6t hon hop chét ctia isovalerylspiramyxin II.

Thir nghiém tuong tu duoc tién hanh véi hop chat levoisovalerylspiramyxinl 11 &
dang tinh thé va ché phdm chtia ching thu dugc theo cac phuong 4n khéc cua sang ché,
két qua thu duoc 1a tuong tu.

Vi du thir nghiém 4: Té4c dung in vivo ctia levoisovalerylspiramyxin III va hop chéit ¢ dang
tinh thé ctia né

Str dung hop chét levoisovalerylspiramyxin III theo phwong an 1 va hop chét
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé theo phuong 4n 45, va phuong phap thur
nghiém gidng nhu phuong phap duoc néu trong vi du thir nghiém 2.

Xem Bang 7 va Bang 8 vé két qua cua thir nghiém in vivo:

Bang 7: So sanh tac dung chiia bénh ctua 5 thudc khang sinh trén chudt bi nhiém 6 ching

Streptococci & bung
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Vi khuén thir

Liéu thir nghiém Thube MIC EDs,
nghiém (CFU/0,5ml/con chudt) (ng/ml) | (mg/kg)
isovalerylspiramyxin III 0,12 8,99
isovalerylspiramyxin III dang tinh thé 0,12 6,45
Streptococcus 6.4x10° carimyxin 0,12 10,41
pheumoniaes ’ azithromyxin 0,12 18,29
axetyl spiramyxin 0,5 66,96
erythroxin 1 85,08
isovalerylspiramyxin III 0,03 8,98
isovalerylspiramyxin III dang tinh thé 0,03 8,68
Streptococcus 9 6x10" carimyxin 0,03 10,06
pneumoniae;s ’ azithromyxin 0,06 14,87
axetyl spiramyxin 0,06 37,93
erythroxin 0,06 57,08
isovalerylspiramyxin II 0,06 13,10
isovalerylspiramyxin II dang tinh thé 0,06 11,08
Streptococcus 8,8x10" carimyxin 0,12 16,02
pneumoniaes; azithromyxin 0,12 19,02
axetyl spiramyxin 1 398,01
erythroxin 0,25 102,33
isovalerylspiramyxin III 0,06 24,61
isovalerylspiramyxin III dang tinh thé 0,06 22,81
Streptococcus 6.9%10° carimyxin 0,12 26,30
sinh mu 77, ’ azithromyxin 0,25 46,89
axetyl spiramyxin 0,25 98,11
erythroxin 0,5 101,33
isovalerylspiramyxin III 0,12 63,21
isovalerylspiramyxin III dang tinh thé 0,12 52,91
Streptococcus 7,8><104 carimyxin 0,25 87,84
sinh mu g, azithromyxin 0,5 159,06
axetyl spiramyxin 0,5 227,07
erythroxin 0,5 361,01
isovalerylspiramyxin 11 0,12 52,77
isovalerylspiramyxin I1I dang tinh thé 0,12 49,94
Streptococcus 4.9x1 0* carimyxin 0,25 68,48
sinh mu 9 azithromyxin 0,25 68,48
axetyl spiramyxin 0,5 117,53
erythroxin 0,5 233,72

Bang 8: So sanh tac dung chira bénh cua 5 thudc khang sinh trén chudt bi nhiém

Enterococcus va Staphylococcus aureus & bung
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Vi khun thir Liéu thir nghiém Thube MIC EDs,
nghiém (CFU/0,5ml/ con chudt) (ng/ml) | (mg/kg)
isovalerylspiramyxin III 0,25 70,16
isovalerylspiramyxin III dang tinh thé 0,25 65,89
4 carimyxin 0,5 89,29
Enterococcuss, 5,4%10 . .
azithromyxin 1 146,51
axetyl spiramyxin 1 130,34
erythroxin 2 175,23
isovalerylspiramyxin III 0,25 20,87
isovalerylspiramyxin III dang tinh thé | 0,25 19,29
Staphylococcus 52x10° carimyxin 0,5 31,98
aureusie azithromyxin 0,5 31,98
axetyl spiramyxin 1 43,58
erythroxin 1 82,36
isovalerylspiramyxin III 0,25 22,26
isovalerylspiramyxin III dang tinh thé 0,25 18,71
Staphylococcus 5.8%10° carimyxin 0,5 31,50
aureussg azithromyxin 1 58,79
axetyl spiramyxin 1 66,63
erythroxin 1 64,17
isovalerylspiramyxin I1I 1 108,04
isovalerylspiramyxin III dang tinh thé 1 105,24
Staphylococcus 4,8x10* carimyxin 2 120,35
aureus, azithromyxin 2 120,35
axetyl spiramyxin 2048 >500
erythroxin 256 266,11
isovalerylspiramyxin III 0,5 38,90
isovalerylspiramyxin III dang tinh thé 0,5 36,09
Staphylococcus 4,2x 10* carimyxin 1 59,30
aureusy; azithromyxin 4 142,99
axetyl spiramyxin 2048 >500
erythroxin 4 213,67

Két qua cua thu nghiém in vivo:

Xem Bang 7 va Bang 8 vé tac dung chita bénh cta hop chét isovalerylspiramyxin II1

o dang dang tinh thé trén chuot bi nhiém 12 chung vi khudn, cho théy tac dung bdo vé tdt,

tac dung ot hon hop chat ctia isovalerylspiramyxin III.

Thir nghiém tuong tu dugc tién hanh véi hop chat levoisovalerylspiramyxin 111 &

dang tinh thé hodc ché pham chira hop chét levoisovalerylspiramyxin III ¢ dang tinh thé

thu duoc theo cac phuong an khéc cta sang ché, két qua thu duoc 1 twong tu.

Vi du thtr nghiém 5. Thir nghiém duoc luc hoc in vitro:
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I. Xac dinh céac thé phén lap tir |am sang:

Phuong phap thtr nghiém: phuong phap pha lodng gip doi aga: rét moi truong aga
néng chay theo dinh lugng vao dia chtra cac néng dd thudc tudn tu dé tron véi dung dich
thudc (bd sung 5% mau ciru di tach fibrin vao Streptococcus va Enterococcus dé thu duoc
mdi truong mau; bd sung 7% mau ciru di tach fibrin vao Hemophilus influenza va bd
sung 7% méu clru di tach fibrin vao maéi trudng Gonococcus dé thu duoc méi truong
socbla); sau khi hdn hop nay héa ran, n6 duoc pha loing dén ndng do 10°CFU/mL bang
dung dich nudi cdy vi khudn méi, sau d6 duge cdy bang dung cu cdy da diém vao dia aga
chira chit khang khudn dé nuéi cdy trong thoi gian 18 gid & 37°C; cho Gonococcus vao ti
ap 5% CO, dé nudi cdy trong thoi gian 24 gid; cho Legionella vao ti 4p 5% CO, dé nudi
cdy trong thoi gian 48 gid; cho vi khuén yém khi vao hop yém khi dé nuoi cdy trong thoi
gian 48 gi& & 37°C. Quan sat ndng do t6i thiéu cia thuéc khang khuén dé we ché su sinh
truéng cua vi khudn, tie 12 ndng do (e ché ti thiéu (MIC), va tinh MICs, va MICy, cua

thuoc va so sanh ching vadi thuoc doi chiing.
Luu y: MICs, c6 nghia la ndng do rc ché toi thieu dé uc cheé 50% murc do sinh trudng
cua vi khuan;

MICq, c6 nghia la ndng dd e ché toi thi€u dé e ché 90% muc dd sinh trudng cua vi
90 5 v

khuan.
Xem Bang 9 vé két qua thir nghiém:

Bang 9: So sanh mirc d6 phan bd nhay clia cac thé phan lap 1am sang giita

isovalerylspiramyxin I, II, IIT va c4c thubc khang sinh khac

Loai va s ?hﬁng vi Thube Pham vi MIC MICs, MICy,
khuan (pg/ml) (ng/ml) | (pg/ml)
isovalerylspiramyxin [ 0,005->32 0,12 2
isovalerylspiramyxin II 0,005->32 0,12 2
Streptococcus isovalerylspiramyxin III 0,005->64 0,12 4
preumoniae carimyxin 0,005->64 0,12 4
(112) azithromyxin 0,005->64 0,25 8
axetyl spiramyxin 0,005->64 0,12 >64
erythroxin 0,005->64 0,25 64
Streptococcus sinh isovalerylspiramyxin I 0,06->32 0,25 32
mu isovalerylspiramyxin II 0,06->32 0,25 32
93) isovalerylspiramyxin 111 0,06->32 0,25 32
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carimyxin 0,06->64 0,25 64
azithromyxin 0,25->64 0,5 >64
axetyl spiramyxin 0,005->64 0,25 >64
erythroxin 0,06->64 0,5 >64
isovalerylspiramyxin [ 0,12->32 1 32
isovalerylspiramyxin 11 0,12->32 1 16
isovalerylspiramyxin III 0,12->64 2 64
Enterococcus . .
(106) c.arlmyX1n. 0,5->64 2 64
azithromyxin 0,25->64 8 >64
axetyl spiramyxin 0,12->64 4 >64
erythroxin 0,5->64 4 >64
isovalerylspiramyxin I 0,06->64 1 64
isovalerylspiramyxin I1 0,06->64 1 3
Staphylococcus isovalerylspiramyxin I1I 0,06->64 2 32
aureus carimyxin 0,06->64 2 64
(155) azithromyxin 0,5->64 2 >64
axetyl spiramyxin 0,12->64 64 >64
erythroxin 0,12->64 1 >64
isovalerylspiramyxin I 0,12->32 1 32
isovalerylspiramyxin I1 0,12->64 1 64
S. epidermidis isovalerylspiramyxin III 0,12->32 1 32
(115) carimyxin 0,12->64 2 >64
azithromyxin 0,12->64 8 >64
axetyl spiramyxin 0,03->64 64 >64
erythroxin 0,06->64 8 >64
isovalerylspiramyxin I 0,03-32 0,12 1
isovalerylspiramyxin 1 0,03-32 0,12 1
Hemophilus isovalerylspiramyxin 11 0,03-32 0,12 1
influenzae carimyxin 0,03-32 0,12 1
(37) azithromyxin 0,03->64 0,25 2
axetyl spiramyxin 0,03->64 0,12 4
erythroxin 0,03->64 0,06 32
isovalerylspiramyxin I 0,12-16 1 4
isovalerylspiramyxin I1 0,12-16 1 4
isovalerylspiramyxin 111 0,12-16 1 4
Gonococcus . .
(10) c.arlmyxm. 0,12-16 2 8
azithromyxin 0,12-64 2 8
axetyl spiramyxin 0,12-64 4 8
erythroxin 0,12-64 1 8

[I. Xéc dinh Chlamydia trachomatis va Chlamydia pneumoniae in vitro

Phuong phap thu nghiém:
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1. Céy chuyén lan lugt cac dong té bao HEp-2 va McCoy trong dia nudi cdy 96 13
(Costar Company) & mdi trudng ¢ nhiét dd 37°C va 5%CO, dé nudi cdy trong thoi gian
48 gioy, dé thu duoc cac té bao don 16p.

2. Pha lodng cac chiing cin cdy dén ndng do nim trong khoang tir 10000 ifu dén
20000 ifu (don vi tao thé vai)/ml, 0,1 ml/15 dé cdy. Cdy Chlamydia trachomatis kiéu huyét
thanh B/TW-5/0T va D/UW-3/Cx trén dia nudi cdy té bao McCoy va Chlamydia
preumoniae CWL-029 trén dia nuoi cdy té bao HEp-2. Trude hét, hut dung dich nudi cly
té bao trong dia nudi cdy 96 16, va ciy theo tidu chudn 0,1ml/15. Trong do, 4 15 A11-D11
va 2156 C12 va D12 khong duoc cdy.

3. Sau khi céy, st dung may ly tdm J-6MC ctia Beckman-Coulter Company dé ly tim
dia nudi cdy té bao 96 18 véi luc ly tim x 1500g, nhiét do ly tim 35°C va thoi gian ly thm

60 phut.

4. Sau khi ly tam, hat Chlamydia trachomatis hodc Chlamydia pneumoniae di ciy,

va 1an luot bd sung 4 loai thude khang sinh dugc pha lodng tuén tu, 0,1ml/13.

5. Nubi cdy trén dia thir nghiém nhay thudc chita Chlamydia trachomatis trong thoi
gian 48 gid va dia thir nghiém nhay thubc chira Chlamydia pneumoniae trong thoi gian 72
gid trong moi trudng c6 nhiét do 37°C va 5%CO,. Sau khi nudi cdy, hut dung dich thudc
khang sinh, rira 2 1an bang PBS (0,01M, d6 pH=7,4), va giir trong 100% rugu metylic

trong thoi gian 15 phit ¢ nhiét do trong phong.

6. Nhan dién theo ky thuat nhudm mau mién dich huynh quang gian tiép: lan luot bd
sung khang thé don dong Chlamydia trachomatis (dong vo tinh N54) va khang thé don
dong Chlamydia pneumoniae (dong vo tinh P33) d tinh ché vao céc dia thr nghiém nhay
thudc chtra Chlamydia trachomatis va Chlamydia pneumoniae, 50ul/13; 0 trong thoi gian
30 phit trong hdp w6t & nhiét do 37°C; sau dé, st dung thiét bj rtra dia dé ria cac dia nay
4 lan, sau d6 bd sung cic khang thé huynh quang khang chudt cua thd (do Sigma
Company cung cip), 50ul/15; & va rira theo cach tuong tu trong clng diéu kién. BS sung
glyxerol ¢6 dinh, 100ul/13; cudi ciing, quan sét két qua bang kinh hién vi huynh quang dao

ngugc Nikon (Diaphot-200).

7. Xé4c dinh MIC: Day la nong do thudc khang sinh dugc pha lodng t6i thiéu c6 thé
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lam dimng hoan toan qua trinh sinh trudng cta thé viui Chlamdia trachomatis hodc
Chlamdia pneumoniae trong dia thir nghiém 96 16 (Khong phat hién dugc thé vii nhudém

mau huynh quang trong cac 13).

Béng 10: So sanh MIC cua 5 loai thudc khang sinh phan tir vong 16n déi véi

Chlamydia trachomatis va Chlamydia pneumoniae theo tac dung in vitro

Levoisoval Levoisovaler |Levoisovaleryl| Carimyxin Axetyl Erythroxin | Azithromyxin
erylspiramyxin I | ylspiramyxin |spiramyxin III Spiramyxin (EM) (AM)
(Phuong an 1) II (Phuong |(Phuong éan 1) (AT-SPM)
an 1)

Chlamydia 0,25pg/ml 0,25pg/ml 0,25png/ml 0,25png/ml 4pg/ml 0,5pg/ml 0,5pg/ml
trachomatis

B/TW-5/0T

Chlamydia 0,25ng/ml 0,25pg/ml 0,25pug/ml 0,25png/ml 2ug/ml 0,5pg/ml 0,25pg/ml
trachomatis

D/UW-3/Cx

Chlamydia 0,016pg/ml 0,016pg/ml 0,016pg/ml | 0,016pg/ml 0,5png/ml <0,016pg/ 0,032pg/ml
preumoniae ml

CWL-029

1. Dbi v6i Chlamydia trachomatis kiéu huyét thanh B/TW-5/0OT,
Levoisovalerylspiramyxin I, Il va III tot hon Carimyxin, Erythroxin va Azithromyxin vé

tac dung in vitro, va Axetyl Spiramyxin (MIC bang 4pg/ml) 13 tuong ddi kém.

2. Dbi v6i  Chlamydia trachomatis kiéu huyét thanh D/UW-3/Cx,
Levoisovalerylspiramyxin I, II va III 1a tuong ty nhu Carimyxin va Azithromyxin vé tac
dung in vitro, véi MIC bﬁng 0,25pg/ml, la tuong ddi nhay; kém hon chut 1a Erythroxin

(0,5ug/ml); va Axetyl Spiramyxin (MIC bang 2pg/ml) 13 tuong d6i kém;

3. D6i voi Chlamydia pneumoniae CWL-029, Levoisovalerylspiramyxin I va
Erythroxin 13 nhay nhét vé tac dung in vitro, véi MIC<0,016ug/ml; Azithromyxin,
Carimyxin, Levoisovalerylspiramyxin I va III 14 twong ddi nhay; Axetyl Spiramyxin (MIC

bang 0,5ug/ml) 12 twong dbi kém.

4. N6i chung, tac dung ctia Levoisovalerylspiramyxin dbi v&i Chlamydia t5t hon cac

thude thir nghiém khéc.
1. Mycoplasma urealyticum va Mycoplasma pneumoniae in vitro

1. Cac phuong phap thir nghiém: b sung 0,8ml U-PPLO vao mdi 13 ctia dia nudi cly
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té bao 12 18 vo tring (bd sung 0,9ml vao 18 déi ching chira chung vi sinh vat va 1,0ml

vao 16 dbi chiing chira moi truong).

2. B6 sung 0,1 ml gidng cay Uu véi mat d6 10*CCU/ml vao mdi 18 thir nghiém. Lidu
luong cudi ciing trong 15 bang 10°CCU/ml (15 dbi chimg chtra moi truong s€ khong dugc

b sung gidng ciy).

3. Chia thanh 3 nhém (dung dich gdc thudc khang sinh c6 ndng do 100pg/ml,
10pg/ml va Ipg/ml), sir dung dau bit vo tring dé bd sung thudc khang sinh thir nghiém
vao mdi 18: 100ul, 50ul, 25ul, 12,5ul theo gradien ndng d6 giam dan hai 1an. (L3 déi
chimg chira gidng cdy va 18 déi ching chira méi trudng s& khong dugc bd sung thude

khang sinh, va trong khi d6 18 déi chiing chita thuc khang sinh dugc chuén bi).

4. Tron déu tat c& céc 1. Bit kin dia nudi ciy bing bang dinh va cho n6 vao hop c6

nhiét do 37°C dé nudi céy.

5. Vao thoi diém tir 17 dén 24 gio sau khi thir nghiém, quan sat va ghi mirc do sinh
truéng cua Uu. Khi 16 dbi ching chira giéng cdy Uu xuat hién sy sinh trudng rd rang, thi
ndéng do thube khang sinh t6i thiéu, ma c6 thé triét tidu su phat trién ctia Uu, 1a MIC cua

mau. MIC sau khi thir nghiém 1a MIC cubi clng (24 gid).

Xéc dinh MIC cua cac ching Mycoplasma urealyticum va Mycoplasma pneumoniae

4 1an va két qua nhu sau:
MIC ctia Levoisovalerylspiramyxin I nam trong khoang tir 0,025 dén 0,125 pg/ml.
MIC ctia Levoisovalerylspiramyxin 1T ndm trong khoang tir 0,025 dén 0,125 pg/ml.
MIC ctia Levoisovalerylspiramyxin III ndm trong khoang tir 0,025 dén 0,125 pg/ml.
MIC ctia Carimyxin ndm trong khoang tir 0,025 dén 0,125 pg/ml.
MIC cuia Axetyl Spiramyxin bang 0,5ug/ml.
MIC ctia Erythroxin bang Spg/ml.
MIC ctia Azithromyxin nam trong khoang tir 0,025 dén 0,125pg/ml.

Két qua néu trén chi ra ring Levoisovalerylspiramyxin I, II, III va Carimyxin ¢6 tic

dung khang Uu thuén loi, tuong tu tac dung cta Azithromyxin, tot hon Axetyl Spiramyxin,
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va tac dung cua Erythroxin 12 kém nhat trong tit ca cac mau.

Thtr nghiém nay dugc tién hanh véi Levoisovalerylspiramyxin I, 11, III theo cac
phuong 4n khac ctia sang ché hodc ché phdm chira Levoisovalerylspiramyxin I, 11, ITI, két

qua thu duoc la tuong tu.
Vi du thir nghiém 4. Thir nghiém 1am sang Levoisovalerylspiramyxin I, IT va III

Hiéu qua va dd an toan cua Levoisovalerylspiramyxin I, IT va III (thu duoc theo
Phuong 4n 1) va Azithromyxin trong viéc diéu tri bénh nhidm khudn dudng ho hip cap
tinh & nguoi 16n do vi khudn nhay cam gay ra, bao gdm bénh viém hong cap tinh do vi
khuén, bénh viém amidan c6 mu, bénh viém khi-phé quan c4p tinh, va bénh viém phoi

nhe, v.v.

Ap dung thir nghiém kiém soat mé phong kép, mu doi, ngAu nhién, da tim, ma duoc

tién hanh dong thoi & 5 bénh vién theo chwong trinh thir nghiém 1am sang thdng nhét.
I. Cac tiéu chuén lua chon ddi tuong
1. Bénh nhan trong do tudi tir 18 dén 65 tudi (nam va ni¥);

2. Bénh nhiém khuan dudng hd hép cip tinh nhay cam do vi khuén nhay cam gy ra
bao gém viém hong cép tinh do vi khuén, bénh viém amidan c6 mu cép, bénh viém

khi-phé quan cép tinh, bénh viém phdi nhe va bénh viém xoang clp tinh v.v.;

3. Tét ca cac doi tugng déu phai ky gidy chp thuan nhu da thong béo trude khi dugc

chon.

4. Tt ca cac dbi twong phai tranh thu thai trong giai doan nghién clru va trong vong

it nhét 3 thang sau khi dung lidu.
II. C4c tidu chun loai trir d6i tuong

1. C4c dbi twong suy gan hodc than (ndng do Cr trong mau>1,5mg/dl va chi sé ALT>

gidi han trén thong thuong)
2. Phu nit dang trong giai doan mang thai hoac cho con bt

3. Cac dbi tuong mac cac bénh vé dai da day rudt, khong thé ding thube qua duong

miéng.
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4. Céc dbi tugng dung thudc khang khudn trong mot tudn trude khi duogce chon.
5. Nghién ruogu trong thoi gian dai.

Theo théng ké vé két qua thir nghiém cua cac chuyén gia théng ké, hiéu qua 1am sang

(FAS) 1a nhu sau:

Téc dung ctia Levoisovalerylspiramyxin I, II, I1I va Azithromyxin 1an luot 13 92,30%,

92,30%, 92,30% va 89,61%.
Ty 1& thanh thai mam bénh:

Ty 1é thanh thai mam bénh cua Levoisovalerylspiramyxin I, II, III va Azithromyxin

1an luot 12 97,56%, 97,56%, 97,56% va 92,86%.

Phan tng bét loi:

Phan tng bét loi ctia Levoisovalerylspiramyxin I, II, III va Azithromyxin 1an luot 1a
2,5%, 2,5%, 2,5% va 7,6%. |

Thir nghiém lam sang chi ra ring Levoisovalerylspiramyxin I, II, IIT 14 thubc chéng
nhiém khudn an toan va hitu hiéu.

Thir nghiém tuong tu duoc tién hanh véi Levoisovalerylspiramyxin I, I1, III thu duge
theo cac phuong 4n cua sang ché hodc ché pham chira Levoisovalerylspiramyxin I, 11, 111,

két qua thu dugc 14 tuong tu.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Hop chét levoisovalerylspiramyxin I, trong do:

cong thirc cau tao héa hoc cua hop chat levoisovalerylspiramyxin I dugc thé hién
theo cong thic (1), & didu kién cloroform 1a dung méi, nhiét do 25°C, va ndng do 0,02g/ml,
do quay quang riéng do dugc [a]pnam trong khoang tir -49° dén -62°, va nhiét do néng
chay nam trong khoang tir 116 dén 122°C;
AN N P A
AN e S AN N

4
/ o
o

D,

trong d6 levoisovalerylspiramyxin I 1a hop chat dang tinh thé, phé nhiéu xa bot tia X
cua nd do dugc b‘éng tia Cu-K-alpha c6 céc pic ddc trung ¢ 26 = 7,6° 8,0°, 10,0°, 11,4°,
16,4°, 17,0° 17,5° 17,9° 19,5°, 22,7°, 23,7° va 24 ,4°.

2. Hop chét levoisovalerylspiramyxin I theo diém 1, trong do, & diéu kién cloroform la
dung moi, nhiét do 25°C, va néng do 0,02g/ml, do quay quang riéng do dugc [a]p ndm

trong khoang tir -51° dén -58°.

3. Ché pham chta hop chét levoisovalerylspiramyxin I dang tinh thé theo diém 1, trong do,
ché phidm nay chia levoisovalerylspiramyxin [, mudi dugc tinh cia
levoisovalerylspiramyxin I, levoisovalerylspiramyxin I va chét bd tro duoc dung, hodc
mubi duoc tinh cta levoisovalerylspiramyxin I va chét bd tro dugc dung, do tinh khiét cua

levoisovalerylspiramyxin I [én hon 90% trong luong.

4. Ché phdm theo diém 3, trong d6 ché pham nay chira liéu don vi nhu sau: ham lugng

clia levoisovalerylspiramyxin I ndm trong khoang tir 10 dén 1500mg.

5. Ché pham theo diém 3, trong d6 phan tram trong luong cua levoisovalerylspiramyxin I

nam trong khoang tir 10 dén 95%.

6. Ché pham theo diém 3, trong d6 ché pham nay bao gdm dung dich dung dé tiém, bot

dung dé tiém hodc bot duoc lam dong kho thu duoc boi levoisovalerylspiramyxin I va it
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nhat mdt trong so axit xitric, axit adipic, axit maleic.

7. Ché pham theo diém 3, trong d6 phan tram trong luong clia levoisovalerylspiramyxin I

ndm trong khoang tir 75 dén 95%.

8. Phuong phap diéu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin I theo diém 1, trong do

phuong phap nay bao gdbm céc bude:

diéu ché levocarimyxin, va tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, trong d6 budc diéu

ché levocarimyxin bao gom cac cong doan:

nudi cdy va 1én men sinh hoc cac chung ndm da tach dong WSJ-195 tao ra khi ¢6

spiramyxin, chira gen 4"- isovaleryl transferaza, va chict dich 1én men;

thuc hién 1én men & didu kién do pH nam trong khoang tir 6,0 dén 9,0, cac duong

cong bién d6i pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc, trong d6, pha dau tién thoa man
cong thie y;=k;x;+6,0, trong dé 0,0227<k;<0,1364, 0<<x,<22; pha thtr hai théa man cdng
thirc y,=k,x,+b,, trong dé -0,0735<k,<<0, 6,5<b,<10,62, 22<x,<56; va pha thr ba thoa

man cong thirc y;=k;x;+bs, trong dé 0<<k;<0,0078, 6,06<b;<<6,5, 56<x3<120;

budc tinh ché levoisovalerylspiramyxin I bao gdm céc cong doan: tinh ché mau
levocarimyxin bing phuong phép sic ky, thuc hién viéc rira giai gradien va tich pic muc
tiéu thanh phan cua levoisovalerylspiramyxin I nhé cot sac ky ODS trong dung dich dém

axetonitril va amoni axetat;

trong budc tinh ché levoisovalerylspiramyxin I, loai bo axetonitril trong
levoisovalerylspiramyxin I di gom bang phuong phap lam bay hoi kiéu quay, sau d6 sir
dung etyl axetat d& chiét, loai bo etyl axetat trong dich chiét bang cach 1am bay hoi dé thu
dugc mau bdt nhio; hoa tan lai mau béng ete ddu mo, loai bo ete ddu mo bé‘mg cach lam

bay hoi dé thu dugc tuong tng bot levoisovalerylspiramyxin I mau tring;

trong d6 phuong phép diéu ché hop chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé
bao gdm céc budc: hoa tan hop chat levoisovalerylspiramyxin I rin trong dung moi hdn
hop gdm etyl axetat, ruou etylic tuyét déi va axeton khan, bd sung nudc tinh khiét va
ddng thoi khudy hdn hop, 1am mat dén nhiét do ndm trong khoang tir 5°C dén 15°C sau

khi bd sung nuéc tinh khiét, tiép tuc khudy trong khi lam mat, sau d6 thu dugc hop chat
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levoisovalerylspiramyxin I dang tinh thé, trong do, ty 1 thé tich cua etyl axetat, rugu
etylic tuyét ddi va axeton khan trong dung méi hdn hop 1a 1:0,1 dén 10: 0,5 dén 1, t8t hon

néu 13 1:2 dén 8:0,8 dén 1.

9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 cong doan nudi ciy ciia phuong phap diéu ché

levocarimyxin la:

nudi cdy cic ching ndm da tich dong WSP-195 tao ra khi c¢6 spiramyxin, chira gen
4"- isovaleryl transferaza, trén mdi trudng nudi cdy aga nghiéng chira 2% bot dau tuong,
1% glucoza, 3% tinh bot, 0,5% CaCOs;, 0,4% NaCl va 2% aga trong thoi gian tir 8 dén 15
ngdy & do pH nim trong khoang tir 6,5 dén 7,5 va nhiét d6 ndm trong khoang tir 28 dén
38°C, sau d6 cdy sang mdi trudng gitt gidng chira 1,5% bot dau tuong, 3,0% tinh bot,
0,4% NacCl, 0,5% CaCOs;, 0,3% pepton ca va 0,05% KH,PO, va nudi céy trong thoi gian
tir 40 dén 80 gio & do pH ndm trong khoang tir 6,5 dén 7,5 va nhiét do ndm trong khoang
tir 25 dén 30°C, céy chuyén vao moi trudong 1én men chua 0,5% glucoza, 6,0% tinh bot,
0,5% bdt ndm men, 2,0% bdt c4, 0,6% NH,NO;, 1,0% NaCl, 0,5% CaCO,, 0,05%
KH,PO,, 0,1% MgSO,, 0,5% dau dau nanh va 0,02% chét khir bot va nudi céy trong thoi
gian tir 72 dén 120 gio & nhiét do nam trong khoang tir 26 dén 30°C, luong cdy nim trong

khoang tir 0,1 dén 20%, dé thu dugc dich 1én men.
10. Phuong phap theo diém 8, trong d6 cong doan chiét dich 1én men sinh hoc bao gém:

xtr ly dich 1én men b?mg nhom sulfat dé thu duogc dich loc, didu chinh do pH cua dich
loc dén khoang tur 8,5 dén 9,0, stir dung butyl axetat dé chiét, 1am sach chét chiét butyl
axetat bang dung dich khong phai nudc mubi va NaH,PO, 1%, sau dé sir dung nuéc c6 dd
pH nam trong khoang tir 2,0 dén 2,5 dé chiét dé thu duogc dich chiét chira nuée, didu chinh
d6 pH dén khoang tir 4,5 dén 5,5, lam bay hoi va loai bo butyl axetat du dé thu duoc dich
chiét chira nude, loc va didu chinh do pH dén khoang tir 8,5 dén 9,0, két taa dich loc va
rira bing nudc tinh khiét dé thu dugc san phdm uét, va lam khd né dé thu duoc

levocarrimyxin.

11. Phuong phép theo diém 8, trong d6 trong budc tinh ché levoisovalerylspiramyxin I,
thuc hién viéc ghi biéu dé phd UV cua levoisovalerylspiramyxin I théng qua séc ky long

hiéu suat cao diéu ché va phat hién tia UV, va gom mau levoisovalerylspiramyxin I dua
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vao thoi gian luu 14 44,759 phat.

12. Phuong phép theo diém 8, trong d6 pha dong 1a dung méi hdn hop cia axetonitril A

va dung dich amoni axetat 150mM c6 d6 pH=8,5,
diéu kién can dé tinh ché levoisovalerylspiramyxin I la:

gradien tuyén tinh: tir 0 dén 60 phut, A tir 25% dén 65%; va tir 61 dén 90 phut, A tir
65% dén 90%;

luu tde: 260 mL/phut;

kich thudc mau: 10mL;

nong do mau: 0,5g/mL;

budc séng do: 231nm;

cach gom: gom bang cach kich hoat tia UV.

13. Phuong phép theo diém 8, trong dé bot levoisovalerylspiramyxin I mau trdng duoc
lam thanh dang tinh thé, trong d6, ty 18 thé tich giita etyl axetat, ruou etylic tuyét ddi va

axeton khan trong dung moi hdn hop 1a 1:2 dén 8:0,8 dén 1.
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