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XAY DUNG QUY TRINH CONG NGHE SAN XUAT VACXIN
DENGUE SONG GIAM BOC LUC TREN NUOI CAY TE BAO
VERO O QUY MO PHONG THi NGHIEM
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TOM TAT
Nghién clru va thlr nghiém tat ca cong doan cla quy trinh san xuét vacxin dengue trén nuoi
céy té bao Vero nham tim ra diéu kién tdi wu va théng sb én dinh dam bao chét lwgng san pham
tdt nhat. Mot sé nghién cliu quan trong dwoc tién hanh dé tim quy trinh san xuat phu hop nhéat
nhu: xac dinh diéu kién nuéi cay virut va s6 mé gat don can thiét dé thu hoach lwong virut téi wu;
tim hiéu thdng s6 6n dinh cho qua trinh tinh sach, c6 d&c va tinh ché virut. Két qua nay sé la can
cl» dé xay dwng mét quy trinh céng nghé san xuét 6n dinh va téi wu nhat tai Cong ty TNHH MTV
Vécxin va Sinh phadm s6 1.
* Tr khoa: Vacxin dengue; Quy trinh céng nghé; Té bao Vero.

ESTABLISHMENT OF PROCEDURE FOR VERO CELL LIVE
ATTENTUATED DENGUE VACCINE PRODUCTION

IN LABORATORY SCALE
SUMMARY

All steps of the procedure for Vero cell dengue vaccine production have been researched in
order to find optimal conditions with consistent parameters for best quality products. Several
pivotal researches have been done for finding the most suitable production procedure such as
research for determination of condition and number of single harvests for optimal virus yield,;
research for finding of clarification, concentration and purification procedures. The results will be
the basics for establishment of the most consistent and optimal vaccine production procedure at
the Company for Vaccine and Biological Production No 1.

* Key words: Dengue vaccine;Technological process; Vero cell.

DAT VAN BE

Bénh dengue dang tré thanh mot van dé
dang lo ngai dbi v&i kinh té, xa hoi va y té
cbng céng. Uéc tinh hién nay, virut dengue
lwu hanh & hon 120 quéc gia, 3,6 ty nguoi
(gan 55% dan sé thé gioi) cé nguy co lay

nhiém va 70 - 500 triéu ca nhiém; 2,1 triéu
ca bénh nang (sbt xuat huyét dengue/hoi
chirng sbéc dengue), 21 ngan ca tl vong
méi nam. Mién Trung va Nam My, mét phan
vung Caribé va Béng Nam A ciing nhw Tay
Thai Binh Dwong la vung dich t& va siéu
dich t& ctia virut dengue [5]. Viéc cho ra doi va

* Céng ty TNHH MTV Vécxin va Sinh phdm sé 1, Ha N6i
Chiju trach nhiém néi dung khoa hoc: PGS. TS. BDoan Huy Hau
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st dung réng rai vacxin dengue an toan va
hiéu qua cung v&i cd gang trong gido duc
cong déng, tuyén truyén bién phap bao vé
ca nhan va kiém soat vector |a nhirng viéc
lam thiét thwe dé gidm thiéu ganh nang cla
can bénh nay.

Cach day hon 70 nam, nhi*rng nghién
ciru ban dau dé phat trién véacxin dengue
dwoc tién hanh thong qua thir nghiém huyét
thanh ngu®i nhiém x& ly v&i mat bd hodc
virut trong mudi séng, dwoc bat hoat béng
formalin dé phong ngwra lay truyén virut.
Cac nghién clru sau nay phat trién va th
nghiém vécxin sdng gidm doc lyc dw tuyén
bang cach céy truyén lién tiép trén té bao.
Cudi nhirng nam 1980, huwéng tiép can maoi
trong phat trién vacxin dengue la gay dot
bién gen trwc tiép dé gidm doc lwc ching
dengue va phat trién kham gen prM va E tw
mot typ dengue vao than cula virut dengue
hoac cac flavivirus khac da dwgc gidm doéc
lwc hoan toan. Két qua, mot sb vacxin dw
tuyén méi dwoc danh gia tién lam sang
khong chi trén chudt va cac loai linh trwdng
ma con trén ngwdi & giai doan 1 va 2 [4, 5].

Co6ng nghé san xuét vicxin dengue séng
gidm doéc lwc dwgce nghién ctru va phat trién
tai Céng ty Vécxin va Sinh pham sb 1, 1a
céng nghé s dung dong té bao thwong
trwc Vero dé nhan nudi ca 4 typ virut gidm
doc lwc béng cac cong nghé tai té hop gen
trén virut dengue (rDEN1, rDEN2, rDEN3 va
rDEN4) tiép nhan tr Vién Strc khde Hoa Ky
(NIH) [2, 3]. Nhém nghién ctru da tham khao,
tim hiéu quy trinh s&n c6, ddng thoi dwa ra
nhiéu cai tién mai véi muc tiéu: Tim ra diéu
kién téi vu nhéat véi cac thong sé én dinh,
dam bdo chét luong sdn phdm & ting buéc
cla quy trinh san xuét. Tor dé, xdy dung
quy trinh s&n xuét vdcxin dengue trén nudi
céy té bao Vero tai Viét Nam c6 chét luong,
hiéu suét va thuc tién cao.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN cU'U

Phwong phap nghién ciru bao gébm: cac
bwéc clia quy trinh san xuét va phwong phap
nhdm danh gia chat lwong cta san pham
sau mdi budc clia quy trinh san xuat nay.

1. Qua trinh nudi cay va chuan bj té
bao Vero.

Té bao Vero doi 137 tr diéu kién bao
quan cltia ngan hang té bao san xuét duwoc
cly chuyén dén doi 142 bang mdi truwdng
MEM c6 chra huyét thanh bé. Xac dinh
hinh thai va s lwong té bao trén bé mat
chai nuéi ciy bang phwong phap quan sat
dwai kinh hién vi ddo pha va dém sé lwong
té bao.

2. Quy trinh gay nhiém virut vao té
bao Vero.

Gay nhiém ching virut dengue san xuét
vao chai nuéi cy té bao doi 142 sau khi té
bao kin mét I&p. Cac diéu kién gay nhiém
khac nhau bao gdom: liéu lwong, thoi gian
nhiét d& h&p phu virut vao t& bao. Quan sat
t& bao va phwong phap xac dinh hiéu gia
virut sau nudi cay sé gitp danh gia hiéu qua
cac diéu kién gay nhiém khac nhau. Ca 4
ching virut thuéc 4 typ dengue khac nhau
duwoc gay nhiém riéng dé tim hiéu diéu kién
gay nhiém cho tirng ching.

3. Quy trinh nudi cay virut va thu hoach
nwéc noi.

San pham ctia quy trinh nay la virut dengue
thudc cac typ khac nhau, do vay, viéc danh
gia diéu kién nudi cay va thu hoach nuwéc
ndi khac nhau dwa vao phwong phap xac
dinh hiéu gia virut dengue sbéng gidm doc
lwc - phwong phap nhudm mién dich xac
dinh dam hudy hoai (immunostain plaque)
st dung khang thé don dong dac hiéu cho
tirng typ. Danh gia théng sé cla quy trinh
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nudi cy bao gdm: nhiét do nudi cay, ngay
thay méi trwdng duy tri va s6 mé gat don.

4. Quy trinh tinh sach, c6 dic va bat
hoat virut.

Sau khi ly tam, loc va cb dac sé tim hiéu
hiéu qua thu hoach virut. Xac dinh hiéu gia
virut (PFU/ml) theo phwong phap nhuém
mién dich xac dinh dam hoai te.

5. Quy trinh tinh ché virut.

Muc dich ctia quy trinh nay 1a loai bé téi
da cac thanh phan protein tap ti té bao va
méi trwdng nudi cay ciing nhw AND tén dw
cda té bao Vero cé trong hén dich virut sau
thu hoach. Phwong phap tinh ché virut bao
gdm: cét axit nucleic va siéu loc. Diéu kién
dé cét axit nucleic va siéu loc nhw néng do
men, thdi gian va nhiét do cat men, pH dung
dich dém sé dwoc nghién cru va danh gia
nham tim phwong phép tinh ché virut dengue
hiéu qua nhét. Phuong phap xac dinh hiéu
gia virut va ham lwong ADN té bao ton dw
va dién di mau trén gel SDS-PAGE duoc
st dung dé danh gia hiéu suat va do tinh
sach cuda virut sau tinh ché.

6. Quy trinh pha ban thanh pham cuéi
cling va san xuat vacxin thanh pham.

Danh gia cong thirc pha ban thanh pham
cudi cung véi néng dd cua tirng typ virut
dengue, tirng thanh phan trong dém déng
kho qua két qua kiém tra chat lwong vacxin
thanh pham, d&c biét, cong hiéu cla vécxin
va xac dinh do dm toén dw.

KET QUA NGHIEN CcU’U VA
BAN LUAN

Panh gia va nhan dinh déu dua trén két
qua nghién ctru tirng qua trinh trung gian,
tr d6 tim ra quy trinh san xuét tdng thé toi
wu nhét.

1. Quy trinh nuéi cay va chuan bj té
bao Vero.

Qua trinh nay phai tuan tha theo dung
cac huéng dan vé nudi cy té bao cho san
xuét vécxin. Té bao Vero cdy chuyén tir doi
b&o quan trong ngan hang té bao san xuét -
doi 137 dén doi 142, doi cay chuyén cudi
cung trwdc khi gay nhiém virut. Dém sb
lwong té bao trong tirng chai nudi cay va
quan sat té bao kin 1 1&p dwdi kinh hién vi
dao pha. Lwong té bao trong cac doi cay
chuyén sau thuong tdng gép 6 1an so voi
doi cay chuyén trwac (tr 1,4 x 107 té bao &
doi 138 dén 2 x 10%° té bao & doi 142). Day
la lwong nhan nudi tdi da dat dwoc dbi voi
dong té bao Vero (theo nhiéu nghién ciru
trwdc day da tién hanh) [1].

2. Quy trinh gay nhiém virut vao té
bao Vero.

Nghién ctru xac dinh liéu lwong gay nhiém
tdi wu cho cac ching virut dengue 1a 0,01
MOI, v&i thdi gian hap phu 1 gi®, & nhiét do
37°C. Két qua nay phu hop voi nghién ctru
cua Vién Strc khde Hoa Ky [2, 3].

3. Quy trinh nudi cy virut va thu hoach
nwéc noi.

Céc thong sb dwoc dé cap dén trong
qua trinh nudi cay va thu hoach virut nhu:
nhiét dé nubi céy, ngay dw dinh thu hoach
virut va s mé gat don can thiét duwoc xac
dinh déi v&i teng typ virut dengue khac
nhau. Xac dinh hiéu gia virut (PFU/ml) theo
phuwong phap nhuém mién dich xac dinh
dam hdy hoai. Day 1a chi sb quan trong nhét
dé danh gia hiéu qua clta quy trinh nay [2].
Hinh anh dam hay hoai dbi véi tirng chiing
virut dengue khac nhau thé hién trong hinh 1.
Xac dinh ngay dw dinh cho méi mé gat don
virut twong ty & ca 4 ching dengue. Mé thu
hoach dau tién (H1) tién hanh vao ngay
thr 6 sau gay nhiém virut, sau do, c& 3
ngay/lan thu hoach virut cho dén mé gat
don th& 4 (H4). Nhiét do nudi cdy va hiéu
gia virut thu dwoc sau mdi mé gat don cla
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tirng chdng virut dengue duwoc trinh bay
trong bang 1.

Chuaing rDEN1 Chiding rDEN2

Chuaing rDEN3 Chuing rDEN4

Hinh 1: Hinh &nh dam hly hoai phat hién
bang phwong phap nhuém héa mién dich
dbi v&i 4 chung virut dengue.

Bang 1: Két qua nudi cdy va thu hoach
nwéc ndi dbi véi cac chang virut dengue
khac nhau.

rDEN1 | rDEN2 | rDEN3 | rDEN4

C BN G

Nhiét d6 nudi cay virut | 37°C | 35°C | 37°C | 37°C

H1 6,1 6,1 6,3 6,1

Hiéu gia virut H2 5,0 57 5,8 6,4

cla mé gat
don (LgPFU/mI)| H3 | 50 5,6 50 | 62

H4 4,5 54 4,5 6,0

Cac mé gat don cta ching dengue khac
nhau déu co6 hiéu gia dat yéu ciu dwa vao
san xuat & nhitng bwoc tiép theo (= 10°
PFU/mI). Sau mé gt cudi cung, do t& bao
bi hily hoai nhiéu nén khéng thu hoach tiép
virut duworc.

4. Quy trinh tinh sach, c6 dic va bat
hoat virut.

Sau khi thu hoach virut, hén dich nay
duwoc ly tam dé loai trir xac té bao, qua loc
dé loai trlr thanh phan tap nhé hon. Hén
dich sau khi tinh sach dwoc cd dac béng
mang siéu loc. Nghién ctru cho thdy: mang
loc 0,45 ym va mang siéu loc 300K phu
hop dé tinh sach va c6 dac hdn dich virut
dengue. Ap dung céac théng sd nay trong
quy trinh san xuét dé thu dwoc hén dich
virut dengue v&i hiéu gia cao sl dung trong
nhirng buéc tinh ché tiép theo.

5. Quy trinh tinh ché virut.

Phwong phap tinh ché dwoc lwa chon 1a
cat axit nucleic bang enzym va loai tr
protein tap bang mang siéu loc. Khdo sat
cac didu kién dé cét axit nucleic ciing nhw
siéu loc dé dwa ra thong sé tdi wu nham thu
dwoc virut cé hiéu gia cing nhw muc do
tinh khiét cao nhét.

6 Thang chuan

1. Hén dich virut sau thu hoach.
2. Mau sau tinh sach va cd dac.
3, 4. MAu sau cét axit nucleic.
5, 6. MAu sau siéu loc tinh ché.
Hinh 2: Két qua dién di sdn phdm sau
tinh ché virut dengue 2 trén gel SDS-PAGE.
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Sau khi tinh ché, hau hét protein tap cia
té bao da bi loai bd. Béng thei, véi phuong
phéap xac dinh ham lwong protein cho thay
lwong protein trong san pham sau tinh khiét
giam rd rét so véi hdn dich virut ban dau.
Sau khi cét axit nucleic bang enzym, lwong
ADN té bao Vero ton dw trong san pham
virut tinh khiét chi con ttr 0 - 0,1 ng/ml (di
liéu khéng céng bd). Nhw vay, véi phwong
phap siéu loc va cét axit nucleic bang enzym
da thu dwoc san pham cé dd tinh khiét cao.
DPdng thoi, hiéu gia cta ching virut thu dwoc
sau khi tinh ché cing dat t 10**- 10°*
PFU/mI, cao hon nhiéu so vé&i hiéu gia yéu
cau cla 1 lidu tiém vécxin (10° PFU/mI). Két
qua nay cho thay quy trinh nghién ctru cho
san pham c6 chat lwong va hiéu suét cao.

6. Quy trinh pha ban thanh pham cubi
cling va san xuat vacxin thanh pham.

Sau khi tinh ché, xac dinh hiéu gia hdn
dich virut don typ va pha vé ham lwong 10°
PFU/liéu tiém trong dém doéng khd. Trong
cong thirc pha ban thanh pham vécxin cubi
cung bao gdm 4 typ virut dengue. Déng kho
ban thanh pham cubi cung va kiém tra chat
lwong. Két qua vé chat lwong cda vacxin
thanh phdm sé& quyét dinh cong thirc pha
ban thanh phadm cubi cung nao l1a tbi wu
nhét (dir liéu khong cong bb).

KET LUAN

Tét ca cong doan cla quy trinh san xuét
vacxin dengue trén nudi cay t& bao Vero
déu dwoc nghién clru va thlr nghiém nham
tim ra diéu kién tdi wu nhat dé co dwoc cac
théng s6 6n dinh, ddm béo chat lwong sén
pham tét nhat. Két qua nay gop phan xay
dwng quy trinh cdng nghé san xuat vacxin
dengue séng gidm déc lwc hoan chinh tai
Coéng ty TNHH MTV Vécxin va Sinh pham
so 1.
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