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TOM TAT

Bai liét 1a bénh nhiém virus cép tinh gay ra béi poliovirus 1am tdn thwong than kinh, ndo bd va mat kha nang van
dong. O Viét Nam, vacxin phong bénh bai liét dang st dung phd bién hién nay dwoc san xuét tlr chiing Sabin trén té
bao than khi Macaca mulatta. Theo quy trinh théng thwéng, t& bao dwoc nudi cdy mét I16p trén cac chai Roux bj gioi
han v& b& mat nuéi nén san lwong vacxin bai liét ban thanh phdm thu dwoc thdp. Nghién ctru nay da st dung
phwong phap cai tién nudi t& bao trén bé mat chai nhua da tang, qua doé sb lwong té bao thu dwoc khi nudi ciy da
cao hon nhiéu so véi quy trinh s& dung chai Roux trwéc day. Két qua da cai tién dwoc quy trinh san xuat véi mat do
t& bao nudi cay tbi wu 1a 156.000 té& bao/ml va thé tich méi treéng bd sung sau gay nhiém virus & 150 ml/tAng. Quy
trinh san xuét trén chai nhwa 10 tAng da dwoc thdm dinh lién tuc qua 3 16 v&i kich c& méi 16 20 chai va&i két qua én
dinh v&i hiéu gia vacxin dat tee 7,73 dén 7,76 logro CCIDso/ 0,1ml, cao hon so voi tiéu chuén 5,5 logio CCIDso/0,1mll.

T khéa: Chai nhya 10 tang, chai Roux, hiéu gia vacxin, té bao than khi, vacxin bai liét.

Improvement of Polio Bulk Production Technology
by Cell Culture Application on 10 layer Cellstack

ABSTRACT

Poliomyelitis is an acute viral infectious disease caused by a poliovirus that damages the brainstem, spinal cord,
and irreversible motor neuron damage. In Vietnam, the polio vaccine has been produced from the live attenuated
poliovirus strain (the Sabin strain) inoculated on Macaca mulatta primary monkey kidney cells. In the conventional
procedure, cells are cultured in a monolayer on Roux bottles with a limited surface, therefore, the yield is insufficient.
This study applied a new approach to improve the production efficiency and higher yield of Polio vaccine by using
10-layer cellSTACK® instead of using glass Roux bottles. Culture conditions were optimized with the different cell
densities and the volume of the culture medium. The results showed that the optimal density of cells for culture was
156.000 cells/ml and the optimal volume of medium for cell culture after virus inoculation was 150 ml/layer. The
optimal parameters were applied to validate the trial production of 3 continuous batches by using 20 of 10-layer
cellISTACK® per batch. The result was consistent for all 3 batches with high viral titers from 7.73 to 7.76 log1o
CCIDso/0.1ml, higher than the standard 5.5 log1p CCIDs0/0,1ml.

Keywords: 10-layer cellSTACK®, monkey kidney cells, polio vaccine, Roux bottle, viral titers.

y - R v6i ti 1 ti vong cao hodc dé lai di chting sudt
1. DAT VAN DE doi (Poan Xuan Mugu, 1977; Nguyén Dinh

Bénh bai liét 1a bénh truyén nhiém cap Béang, 2016; Trinh Quan Huéan, 2009; Bakker
tinh lay truyén theo dudng tiéu héa giy ra boi & cs., 2011). T nam 1962, Viét Nam da san
Poliovirus din dé&n liét mém, khong d61 xting  xudt thanh céng vacxin bai liét séng giam doc
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Iuc tu chung Sabin trén t& bao than khi
Macaca mulatta, qua d6 da giam dang ké ti 18
méc bénh bai liét 8 mién béc Viét Nam trong
nhing ndm 1960 va 1970 (Pham Ngoc Thach &
cs., 1960; Hoang Thuy Nguyén & cs., 1967) va
gbép phan giip Viét Nam thanh toan thanh
céng bénh bai liét vao nam 2000 (Nguyén Thu
Yén, 2002). Viéc st dung vacxin bat hoat cua
Salk va vacxin giadm doéc luc cua Sabin (OPV)
da dem lai hiéu qua phong bénh cao (Sabin,
1957; Dugc dién Viét Nam IV, 2009). Dén nim
2018, quy trinh sin xu&t vacxin bai 1iét ban
thanh phdm van dudc st dung chai Roux véi
dién tich bé mét nudi cdy t& bao 225cm? do do6
modi 16 san xuit phai st dung ti 300 dén 350
chai Roux. Tuy nhién, viéc xt ly chai Roux
bing thuy tinh m&t nhiéu thsi gian nén khé
trién khai ¢ quy mé 16n va bénh bai liét hién
dang c6 xu huéng ting lén 6 nhiéu nuéc trén
thé& gi6i véi 34 ca nhiém virus bai liét &
Afghanistan nadm 2020 (Attaullah & cs., 2020).

Chinh vi vay, viéc nghién citu cac giai
phap dé ting hiéu qua san xuit vacxin c6 §
nghia quan trong déi véi nhiéu quéc gia trén
thé& gi6i trong d6 c6 Viét Nam (WHO, 2016).
Ngoai viéc kiém soat céc y&u t6 méi trudng
dinh dudng, nhiét d6 dé t€ bao sinh trudng
nhanh va khéng bi nhiém vi khuén, n&m hay
Mycoplasma, can ting dién tich bé mit nuoi
cdy t& bao trong mbi mé sé nang cao dugc hiéu
qua, ning suat va gidm gia thanh vacxin
(Freshney, 2000).

Nhiam ting ning sudt va giam thdi gian
san xuét vacxin bai liét ban thanh phadm trén
t& bao than khi Macaca mulatta, ching t6i da
tién hanh “Nghién c@tu cai tién nang cao hiéu
qua san xuét vacxin bai liét ban thanh pham
trén chai nhua 10 tdng” nhdm muc tiéu lua
chon dugc cac théng s§ san xudt téi uu dé thiét
lap dudc quy trinh san xuit vacxin bai liét ban
thanh ph&m trén cac chai nhua polystyrene 10
tang (10-layer cellSTACK®) véi dién tich nuéi
cdy mdi tdng 636cm? (gap 2,82 lan dién tich
mot chai Roux) giip ning cao hiéu qua san
xuidt va chat lugng cua vacxin bai liét ban
thanh pham.
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2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu

2.1.1. Chung virus bai liét va té bao thian khi

Chung virus Bai liét typ III Sabin (SO):
WHO-IIIS-79A do Vién nghién ctu Bai liét
Nhat Ban cung cap. Ching virus duge ciy
truyén 3 1an (SO+3) va 2 1an chon loc bang cach
tao dam hoai tii (SO+3+2 plaque) hay con goi la
chiing RSO+2 véi hiéu gia 8,3log,, CCID,/ml.

Té& bao than dudgc tach tir than khi Macaca
mulata Polyvac (Trung tdm Nghién cttu San
xudt Vacxin va Sinh phadm Y té).

2.1.2. Vit tu va hoa chat méi truong
nudi ciy

Dung cu vat tu nghién ctu chinh bao gém
chai nuéi 1 tdng dién tich 225cm?, chai nudi 2
tang mdi tang 636cm? va chai nudi 10 tang mobi
tang 636cm? (cellSTACK® culture chamber)
cua hang Corning.

Hoa chat bao gdom Bovine serum, cac moi
truong Trypsin 0,25%, Versen 0,025%, Trypsin -
EDTA (0,1% Trypsin + 0,056% EDTA), Hanks (-)
khoéng c6 (d6 phenol, Mg?, Ca?), Hanks (+) c6 dd
phenol, LHE, MEM va LH.E dugc cung cap bdi
Polyvac (Nguyén Diang Hién & cs., 2014).

2.2. Phuong phap nghién citu
2.2.1. Tach té bao than khi

Than khi Macaca mulata dugc ciAn trong
luong sau dé dude ddy toan bé mau dong trong
nhu mé than ra ngoai bang cach truyén dich
modi truong Versen 0,025% va mébi truong
Trypsin 0,25% da & &m 6 37°C. St dung nit méc
cdu moéc vao vé x0 than dua vao chai dé lic
trong méi truong LHE. Than dugc 14c dén khi
cic t& bao dugce tach ra (mdi trudng trong chai
hoéa duc) sau d6 chét hén dich t& bao vao chai va
bé sung moéi truong LHE va lic tiép. Qua trinh
dugc 1ap lai nhiéu 1an cho téi khi nhu mé than
tan hét chi con xo thi diung lai (Nguyén Vin
MAan & Nguyén Diang Hién, 2000). Kiém tra
luong hén dich t& bao dic thu dude, b sung méi
truong LHE dén thé tich 2.000ml va dém mat
do té& bao.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmadi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32861265
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2.2.2. Nuébi cdy t& bao than khi thé hé PO

Té& bao sau khi dém dé kiém tra mat do thi
hén dich d6 dugc pha va chia thanh 03 nhém 1,
2 va 3 v6i mat do t& bao 1an lugt 1a 108 x 10,
132 x 10° va 156 x 10° t& bao/ml. M6i nhom dudc
nudi trong 6 chai loai 2 tdng véi thé tich mdi
tang nuo6i 200ml mai trusng LHE. Cac chai dugc
nudi tinh & 37 + 0,5°C va sau 4 ngay sé dudc
thay moi truong LHE méi. Hang ngay, kha
ning phat trién cua té& bao duge danh gia bing
cach quan sat dudi kinh hién vi, sau 7 ngay néu
t& bao phat trién kin 90% bé mit chai 1a dat. T&
bao thu duge ti méi nhém sau khi tach bing
moéi truong trypsin - EDTA (0,5%) sé& dudc dém
dé danh gia anh hudng cta mat do ciy ban dau
dén hiéu qua nhéan t& bao & thé hé PO, chuyén
sang giai doan cdy truyén thé hé P1.

2.2.3. Nuéi cdy thé hé P1

Dua vao két qua dém té& bao thu dudc sau 7
ngay & thé hé PO 6 cac nhém, mat dd t& bao cay
vao ban dau cho két qua nhét sé lua chon dé
nudi cdy 6 giai doan tiép theo. Toan bd lugng
hén dich t& bao cua 3 nhém duge gop chung lai
va dugc cdy truyén trong mdi trusng MEM. Thi
nghiém dugc bo tri trong chai 10 tang (18 chai),
chai nhua 225cm? (10 chai) dé lam d6i ching (k)
va chai 2 tAng (3 chai) dé kiém tra su phat trién
ciia t& bao trong qua trinh nudi. T€ bao dudge
nudi c¢6 dinh 6 37 + 0,5°C trong 4 ngay va dudc
kiém tra bing cach quan sat dudi kinh hién vi.

2.2.4. Phuong phap giy nhiém

Khi t& bao phét trién bam trén 90% dién
tich chai nudi cay sé dudc gay nhiém virus. Méi
truong Hanks (-) dugce st dung dé ria t& bao &
chai 2 tang va dung Trypsin-EDTA tach t& bao.
Sau khi tach, s6 lugng t& bao dudce xac dinh dé
tinh toan lugng virus gdy nhiém (chai 2 ting
dudc st dung dé tinh toan s6 lugng t& bao tuong
{ing & cac chai con lai). Céc chai con lai dudc ria
bing moéi truong Hanks (+) véi thé tich 100
ml/tang.

Dung dich chtta ching virus dé giy nhiém
dugc pha biang méi truong LH,E, véi lugng virus
dugc tinh theo cong thic sau:

6
V(ml) _ 95x 10° x ]_OXNX Ipl
MOIx Ti

Trong d6: 95 x 10° 14 s6 t& bao trén 1 tang;

10 1a sb tang cta chai;

N I s6 chai gy nhiém + 1 (nh&m tranh hao
hut trong qua trinh thao tac);

Ipl 1a hé s6 pha lodng chiing virus (Ipl = 10);

MOT 14 i 18 virus/t€ bao (1 CCID,/ t& bao,
CCID,, 1a Cell Culture Infective Dose 50 (liéu
gay hay hoai 50% t& bao);

Ti 14 hiéu gii chung/Ipl.

Chi s6 MOI (ti 1é virus/té bao) dua vao thi
nghiém ciing dugc chia thanh 3 nhém, méi
nhém gom 6 chai 10 tang va 3 chai 2 ting trong
@6 nhém 1 1a 1 CCID,/150th, nhom 2 1a 1
CCID,,/300tb, nhém 3 1a 1 CCID,/600tb, Gay
nhiém hén dich ching virus da pha lodng theo
chi s6 MOI cta cac nhém véi thé tich 100ml cho
1 chai t& bao 10 tdng va 20ml cho 1 chai 2 ting.
Cac chai sau khi dugc gy nhiém virus sé dugc
h4&p phu 6 ti &m 33 + 0,5°C trong 60 phut va cti
moéi 15 phit lai lang 1 1an. Chai d6i ching (K)
khéng giy nhiém virus. Sau khi h&p phu, bd
sung moi trudng duy tri LH,E 6 cac thé tich la
100 ml/tdng, 150 ml/tang, 200 ml/tang.

Cac chai c6 dién tich 225cm? st dung lam
d6i ching (K) duge bd sung 100ml moi trudng
duy tri. T4t ca cac chai dugc nudi trang thai
tinh ¢ 33 + 0,5°C va kiém tra su hty hoai t& bao
ctia virus hang ngay. Cac thong s6 phi hgp nhat
ti cac két qua nghién ctu sé duge ap dung thiét
lap qui trinh va san xu&t thi nghiém 3 16 lién
tiép v6i mdi 16 20 chai 10 tang.

2.3.5. Thu hoach vacxin don typ

Dugc thuc hién sau khi gay nhiém virus ti
68-72 gid, khi s6 t& bao bi huy hoai > 90% hén
dich virus sé dudc thu bang cach ly tam. Cac
chai dudc lya chon @& thu virus phai dam bao
khéng c6 hién tugng nhiém trung, nhiém nam,
cac chai khong nit v3, 10ng nit. Cac chai sau lic
tit budng &m dudc dua vao phong virus dé xu ly
lau sach bén ngoai vé chai bing ethanol 70%
trude khi dua vao ta cdy vo trang dé thu vacxin.
Céac chai duge ldc manh dé cac t& bao bong ra
khoi thanh va day chai. Binh chtia vacxin duge
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gan mot dau véi day hit va pipet, mot dau cé loc
khi v61 may millipore, sau d6 dat binh chia 1én
can dién ti. Dung pipet két néi v6i hé thong xi
phéng dé hut toan bo dich virus 6 tdt ca cac chai
vao nhau, sau d6 chia déu ra cac chai chiia hoéc
binh chtia va giii 6 nhiét do -20°C (Nguyén
Diang Hién & cs., 2014). Hén dich chia virus
dudc kiém tra hiéu gia vacxin don typ dé danh
gia hiéu qua san xuit vacxin.

2.3.6. Kiém tra hiéu gia vacxin

Hiéu gia vacxin don typ dudc xac dinh
bang phuong phap trung hoa vi lugng, phuong
phap dudc tom tét nhu sau: Mau can xac dinh
hiéu gia dudc pha loang bing moéi trusng duy
tri MEM 2% FBS. Hit 100pl mau pha lodng
vao mbi giéng trong khay 96 giéng, sau d6 nhd
100pl hdén dich t& bao Hep,C dugc pha lodng
bing mdi truong MEM 2% FBS (mat do 10° t&
bao/ml) va nudi trong ti & diéu kién nhiét do
36°C, 5% CO, trong 7 ngay. Két qua dugc doc
vao ngay thd 5 va ngay tht 7 bing cach soi
duéi kinh hién vi dé phat hién dam huy hoai t&
bao do virus vacxin bai liét. Giéng cho két qua
duong tinh c6 su huy hoai khi t& bao co tron,
giéng cho két qua Am tinh khi khéng cé su huy
hoai t€ bao (t&€ bao phat trién thanh mot 16p
kin day giéng).

Hiéu gia vacxin ban thanh pham (HGVX)
dugc tinh theo cong thic ciia Karber (1931):

log CCID, = L - D[% + 0,5}

Trong d6:

L 14 log cia d6 pha lodng cao nhat c6 100%
c6 s6 giéng huy hoai;

D 1a su chénh léch log gitia cac d6 pha loang
mau (D = 0,5 véi do pha loang bac 10%%);

S la téng s6 giéng huy hoai & cac d6 pha
lodng khéng c6 100% sb giéng huy hoai;

N 1a s6 giéng giay nhiém cho mdi do
pha loang.

Liéu vacxin thanh pham dudc xac dinh theo
cong thiec:

S6 liéu = Thé tich vacxin ban thanh pham
(1) x 1.000 x hé s6 pha lodng + 0,1
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Trong d6:

Hé s6 pha loang = log,,(hiéu gia vacxin ban
thanh ph4m — hiéu gia pha vacxin thanh ph&m);

0,1 la thé tich mot lidu vacxin thanh
pham (ml).

Hiéu gia vacxin bai liét (typ 3) thanh phdm
yéu cAu tiéu chuédn t6i thiéu dat 5,5 logy,
CCID;,/0,1ml, do hiéu gid vacxin ban thanh
phdm ti 1¢ thuan véi san lugng vacxin thanh
phdm thu duge nén hiéu gia vacxin ban thanh
phdm cang cao thi ti 1é pha lodng cang 16n va
lugng vacxin thanh phdm dude san xuét ra trén
116 ban thanh pham sé cang nhiéu.

2.3.7. Panh gia hiéu qua san xudt vacxin
ban thanh phdm don typ

Hiéu qud san xuat gitia 2 phuong phap st
dung chai Roux va chai nhua nhiéu tang dugc
xéc dinh dua vao luong vacxin ban thanh phdm
thu duge. Hiéu qua dugc danh gia theo nhiing
tiéu chi bao gébm (i) thoi gian san xuét, (ii) thé
tich vacxin ban thanh phdm thu dudc trén mébi
16 san pham, (iii) hiéu gid vacxin ban thanh
phdm thu dudc cia 3 16 san xudt theo mdi quy
trinh, trén chai Roux va trén chai 10 tang va
(iv) s6 liéu vacxin thanh phdm tuong tGng thu
dudc 6 mdi 16.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Anh huéng ctia mat do t& bao nudi
ban dAu t6i lugng t& bao thu dugc & giai
doan PO

Té& bao than khi sau khi tach dudc nudi cay
trong chai nhya 2 tang & 37°C va theo doi su
phat trién hang ngay duéi kinh hién vi (Hinh 1).
Két qua cho thay sau 7 ngay nudi cady, mat do
dua vao d nhém 1 (108 x 10? t& bao/ml), t& bao
bam trén bé mit chai dat khoang 50%, nhém 2
(132 x 10° t& bao/ml), mat d6 t& bao bam chi dat
70% va con nhiéu khoang tréng trén mait chai,
nhém 3 (156 x 10° tb/ml) t& bao da bam kin déu
hon 95% bé mit chai va kha ning bam cta té&
bao trén bé mit chai nhya ciing tuong duong véi
bé mat chai Roux bang thuy tinh (Hinh 1).
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-

Ghi chu: (A): Nhém 1 miic dé bam khoang 50%, (B): Nhém 2 miic dé bam khodng 70%, (C): Nhém 3 miic dé bam
tét nhat khoang trén 95%, (D): Chai Roux véi mat do té bao dua vao 70.000 té bao/ml, do bam khoang trén 95%.

O chai Roux 225cm? mat do dua vao nuéi Ia 70.000 t& bao/ml Ia ti 1é véi mat dé nuéi va dién tich nudi cay trén
chai ting 636cm?).

Hinh 1. T€ bao & cac nhém dudc nudi sau 7 ngay trén chai nhua 2 tang va chai Roux

100
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70
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0

Nhém 1 Nhém 2 Nhém 3 Nhom 1 Nhém2 Nhéom 3 Nhém 1 Nhém 2 Nhém 3
LS 1 L6 2 L63

Triéu té bao
o O o o

o

Ghi chu: Tong s6'té bao thu duge sau 7 ngay nudi. DPoi voi chai nhua 2 tang, mat dé té bao ban ddu 6 nhém 1, 2va 3
tuong ting Ia 108 x 10°, 132 x 10° va 156 x 10° t& bao/ml. Thé tich hén dich t& bao chai nhua 2 ting Ia 200 ml/tang.

Hinh 2. Anh huéng ctia mat dé t& bao nubi cAy ban dau t6i lugng t& bao thu dude
& thé hé PO trén chai nhya 2 tang

Sau 7 ngay nudi, t&€ bao phat trién lan kin  va 62 x 10° t&€ bao cho mbi tAng tuong tng dat
16p day chai nudi, khi d6 t& bao dudc tach dé dém 7,08 x 10* t& bao/cm? va 9,75 x 10* t& bao/cm?. Déi
theo tiing nhém. Két qua cho thay, sau 7 ngdy  v6i nhém 3, s6 lugng t& bao thu duge 6 ca 3 16
nuoi, s6 lugng t& bao thu duge 6 nhém 1 va nhém  nghién ctiu dat trung binh 93 x 10° t& bao/tang
2 tuong déi thap, chi dat khoang 45 x 10° t& bao  tuong ting 14,6 x 10* t& bao/cm? (Hinh 2).
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Do lugng t& bao thu dude 6n dinh gitia cac 16
thi nghiém, nén nhém 3 sé duge chon dé thuc
hién cac nghién ciiu tiép theo.

3.2. Két qua cdy truyén thé hé P1

D61 vé6i chai nhua 10 tAng méi ting dudc cay
truyén 200ml hén dich t& bao (mat d6 156 x10° t&
bao/ml) tuong duong véi 31,2 x 10° t& bao/tang,
chai Roux thé tich c&y truyén 1a 170ml hdn dich
t& bao (mat d6 70.000 t& bao/ml) tuong duong
11,9 x 10° t& bao/chai, két qua sau 4 ngay cay
truyén t& bao 6 P1 dugc trinh bay 6 bang 1.

Két qua sau 4 ngay nudi ciy & chai nhua 10
tang t& bao phat trién déu, kin dep lugng t& bao
thu dudc tu 93 x 10° dén 97 x 10° t& bao/tang.
Mat d6 t& bao dat ti 14,62 x 10* dén 15,25 x 10*
t& bao/cm? Mat dd nay cling tuong duong véi
viéc nudi trén chai Roux (Bang 1) véi mat do té&
bao dua vao 5,28 x 10* thi két qua thu dudgc
33,6 x 10°% dén 34 x 10°t€& bao/chai (tuong duong
14,96 x 10* dén 15,26 x 10%). K&t qua nay ciing
phu hop véi cac nghién cttu da cong bo cua
nhém nghién ctiu trén chai Roux cua Lé Thi
Luan & Nguyén Diang Hién (2007).

Bang 1. K&t qua nubi ciy té& bao P1 trén chai nhua 10 tang va chai Roux

Chai nhya 10 tng Chai Roux
Lo S6 té bao S6 té bao sau Mat do Sé té bao S6 té bao Mat d6 t& bao/cm?
dwavao 1tang 4 ngay nubi/1 tang té& bao/cm? dwa vao/1 chai sau 4 ngay nudi/1 chai i '(104)
(10°) (10°) (104 (10°) (10°)
| 31,200 93,000 14,62 11,900 34,000 15,11
Il 31,200 97,000 15,25 11,900 33,660 14,96
1} 31,200 95,000 14,93 11,900 34,340 15,26

C

Ghi chii: A: Té bao nuéi trén chai Roux; B: Té bao nudi trén chai nhiéu tang; C: Té bao nguyén ven (D61 chiing/K

khéng gdy nhiém virus).

Hinh 3. Hinh thai t& bao khi giAy nhiém virus
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Hinh 4. Anh huéng ctia lidu gay nhiém

va thé tich méi trudng duy tri bé sung t6i s6 liéu vacxin/lo

3.3. Anh huéng cha liéu giy nhiém va
thé tich méi trudng duy tri bé sung téi
hiéu gia virus

Phuong phap nay dudc thuc hién sau khi
nudi 68-72 gid gy nhiém. D6i véi chai d6i
chting (K), méi truong trong suét, khong cé hién
tuong nhiém trung, nhiém nadm, chai t& bao
khéng ntt v3, 16ng nat. Soi trén kinh hién vi
phan pha thay mot 16p t& bao kin, khong c6 hién
tugng huy hoai (Hinh 3C). Déi véi cac chai da
gay nhiém virus, méi trudng c6 mau vang sam,
trong sudt, khéng c6 hién tuong nhiém trung
hay nhiém nam.

Qué trinh phat trién cta poliovirus ciing
duge danh gia théng qua su hiy hoai té& bao
bing cach quan sat trén kinh hién vi phan pha
d6 phéng dai 10x. Két quéa cho thay té& bao bi
huy hoai duge thé hién qua su co tron va bong
khéi bé mit nudi cdy giéng véi hinh anh trén
chai Roux va dat > 90% sau 72 gid giy nhiém
(Hinh 3A, B).

Sau khi thu hoach hén dich virus bang cach
gbp theo timg nhém, mau duge 14y dé kiém tra
hiéu gia theo tiing nhém & ca 3 16 nghién ciiu,
két qua dudc trinh bay & (Hinh 4).

Theo két qua trung binh (Hinh 4) § nhém 1
v6i MOI 1CCID50/150 t€& bao, khi b sung méi
truong duy tri 100 ml/tAng cho hiéu gia la 7,93

log;, CCID;,/0,1ml, tuong ducong véi 0,87 triéu
liéu/1 chai 10 tAng. Khi bd sung moéi trudng duy
tri 150 ml/tang cho két qua hiéu gia 7,86 log,,
CCID,,/0,1ml tuong duong 1,085 triéu liéu/l
chai 10 tang. Véi thé tich méi truong duy tri b
sung 200 ml/tdng cho hiéu gia 7,71 log,,
CCID,,/0,1ml, tuong duong 1,02 triéu liéu/chai
10 ting. O nhém 2 véi MOI 1CCID50/300 t&
bao, thé tich moéi trudng duy tri b6 sung 1an lugt
100 ml/tang, 150 ml/tang va 200 ml/tang cho két
qua hiéu gia tuong tng 7,9 log,, CCID,,/0,1ml,
7,94 log,, CCID,/0,1lml va 7,66 log,
CCID;,/0,1ml tuong duong thu duge 0,79 triéu
liéu, 1,305 triéu liéu va 0,91 triéu liéu vacxin/1
chai 10 tdng. D61 véi nhém 3 véi MOI la
1CCID,,/600tb, hiéu gia trung binh ctia 3 nhém
b6 sung méi trudng véi thé tich 100 ml/tang, 150
ml/tAng va 200 ml/tdng 1a 7,7 1a log,,
CCID;/0,1ml, 7,7 log,, CCID;/0,1ml va 7,66
log;, CCID;,/0,1ml tudng duong véi 0,5 triéu
liéu, 0,75 triéu liéu va 0,91 triéu liéu. Nhu vay
nhém 2 v6i MOI 1CCID/300 t& bao, thé tich méi
trudng duy tri b6 sung 1a 150 ml/tdng dat dudc
hiéu qua t6t nhat.

3.4. K& qua san xuit 3 16 trén chai nhua
10 tang

Dua vao cac két qua nghién ctiu thu duge
gdom nong do6 nudi cay t& bao & thé hé PO va
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Pl (156.000 t& bao/ml), lugng MOI la
(1CCID,,/15 = 300tb) thé tich méi truong duy tri
duge b8 sung cho mdi tdng 636cm? 1a 150ml,
Quy trinh sidn xuat vacxin bai liét ban thanh
phdm da duge thiét lap va tién hanh san xudt
thit nghiém 3 16 lién tiép trén chai nhua 10 tAng
v6i kich ¢8 mdi 16 20 chai. K&t qua vé thé tich va
s6 lidu thu dugc thé hién & bang 2.

Theo két qua 6 bang 2 thu dugc sau 3 16 san
xuét cho thdy hiéu gia, thé tich va s8 liéu thu
dugec & 3 16 1a tuong duong nhau. Trung binh
moi 16 san xuat sé thu dude 30 lit vacxin don typ
v6i hiéu gia trung binh 7,74 log,, CCID;,/0,1ml,
tuong duong khoang 16,7 triéu liéu vacxin

thanh phdm. Diéu nay cho thiy quy trinh sin
xudt vacxin bai liét ban thanh phim trén chai
10 tAng véi cac thong s6 da thiét 1ap cho két qua
on dinh.

3.5. Danh gia chat lugng vacxin bai liét ban
thanh phdm don typ trén chai nhua 10 tang

Két qua bang 3 cho thdy vacxin san xuat
theo quy trinh st dung chai nhua nhiéu tang
dap tng dudc tdt ca cac tiéu chudn vé chit
lugng d6i v6i vacxin bai liét ban thanh pham
theo tiéu chuén ctua dugec dién Viét Nam IV
(2009) va WHO TRS 980 (2014).

Bang 2. K&t qua vacxin bai liét ban thanh phdm don typ

L6 san xuAt Hiéu gia Thé'tl'ch Sé liéu vacxin thanh pham
Log1o CCIDso/0,1ml (lit) (triéu lieu)
| 7,73 30 16,1
1] 7,76 30 17,2
] 7,75 30 16,8
Trung binh 7,74 30 16,7

Bang 3. Két qua kiém dinh mAu vacxin ban thanh phim don typ

Két qua
Tén tht» nghiém Tiéu chuan DPanh gia
Lol Lol Lo Il
V6 trung - - - - Pat
Phat hién trwe khuén lao - - - - Dat
Mycoplasma - - - - Pat
Hiéu gia >10>*CClIDso/0,1ml 107" 1077 1077 Pat
Nhan dang virus bai liét Typ Il Typ Il Typ Il Typ Il Pat

Ghi chi: (-): Am tinh.

Ghi chii: A: Nuéi cay trén chai 10 tang; B: Nuéi c4y trén chai Roux.

Hinh 5. Nuéi t& bao trong chai nhwa 10 tang va nuéi trong chai Roux
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3.6. Panh gia hiéu qua san xuit vacxin trén
chai nhua 10 tang

Trong cing quy trinh sin xuit, trén chai
Roux va chai nhya 10 tang hiéu qua mang lai
khac nhau rd rét. P6i véi chai nhua 10 tang, chi
can 1 gia dé nudi, tuy nhién d6i véi chai Roux
can st dung nhiéu gia nuoéi va tén nhiéu dién
tich nuo6i hon (Hinh 5). Kha ning bi 14y nhiém
cling cao hon khi thao tac véi nhiéu chai.

Néu so sanh giiia 2 quy trinh nudi bang chai
Roux va chai nhua 10 tang cho thay dién tich va
s6 lugng chai Roux can st dung sé rat 16n. Néu
tinh & quy moé 16n, quy trinh san xuat st dung
chai nhua nhiéu tang tiét kiém thoi gian san
xuét do khéng phai lam nhiéu 16, tiét kiém dugc
s6 lugng khi, chi phi nhan coéng va nguyén vat
liéu, moi truong va khong phai xu 1y, ria va siy
chai Roux nh¢ d6 giam thiéu dudc cac tac nhan
anh hudéng dén chét lugng san phdm. Hiéu qua
cta 2 quy trinh san xuét, cac théng s6 bao gbm sé’
cap than khi st dung, thoi gian sdn xudt, thé
tich, hiéu gia va s6 liéu vacxin dudc so sanh sau 3
16 san xuat (Hinh 6; Bang 4).

Déi véi 1 16 san xudt trén chai Roux hay chai
nhua 10 tang déu chi st dung 1 cdp than khi dé
tach t& bao. Tuy nhién, trong cung khoang thoi
gian san xuit 14 ngay, khi dung chai Roux méi 16
chi thu dudc 24 lit, trong khi chai nhua 10 tang
thu duge 30 lit vacxin ban thanh phdm don typ.

Hiéu gia thu dudc trung binh khi san xuét trén
chai Roux 1a 7,4 logl, CCID;/0,1ml va & chai
nhua 10 tang 1a 7,74 log,, CCID,,/0,1ml. Do d6 s6
liéu vacxin thanh pham thu duge trung binh trén
chai Roux 14 6,37 triéu liéu va trén chai nhua 10
tang 1a 16,7 triéu liéu (gap 2,62 lan). Nhu vay,
viée st dung chai nhua 10 tAng vao san xuit cé
hiéu qua cao hon nhiéu so véi san xuat theo quy
trinh truyén théng st dung chai Roux bing thuy
tinh (Hinh 6).

Nhu vay, v6i cung 1 cap than khi va thoi
gian san xuét 14 ngay, khi san xudt trén chai
Roux phai st dung rat nhiéu chai cho 1 16. Du
chai Roux ré hon chai nhua 10 tang va c6 thé tai
st dung dudc nhiéu 1an nhung chi phi va nhan
cong dé xu 1y chai (ngam, ria, sdy tiét trang) lai
cao hon. Ngoai ra, nguy cd nhiém trung sau khi
xt 1y cao hon so véi chai nhua 10 ting dan dén
¢6 thé anh hudng dén hiéu qua san xuit va chat
lugng san pham. S8 lugng lao ddng cho san xuét
trén chai Roux ciing nhiéu hon so véi chai tang
(Bang 4). Gia tri kinh t& & 6 liéu thanh phdm
thu dugc trén chai nhua 10 tang 1a 16,7 triéu
liéu, tuong duong khoang 33,4 ti trong khi d¢, 1
16 san xuat st dung chai Roux thu dugc 6,37
triéu liéu, tuong duong khoang 12,7 ti. Nhu vay,
néu so sanh hiéu qua san xuat vacxin thi s
dung chai nhua 10 tang sé cao hon nhiéu so véi
chai Roux.

35

30 Triéu lidu

30
24

- 15

25
20

/

/

15

L 4o == Thé tich (Iit)

10 37

== Triéu liéu

Thé tich (Iit)

5

-5

0

Chai Roux

Chai tang

Hinh 6. Hiéu qua san xuit vacxin trén chai Roux va chai nhua 10 tang

Bang 4. So sanh hiéu qua kinh t& ctia san xuit trén chai Roux va trén chai nhua 10 tang

L6 san xuAt Thé tich vacxin  Chi phi x¥ ly/chai  Gia thanh/chai Céng lao déng/l6 S6 liéu vacxin Doanh s6/16
(lit) (triéu) (triéu) (triéu) thanh pham (triéu lidu) (ti dong)
300 chai Roux 24 0,2 1 180 6,37 12,7
20 chai 10 tAng 30 0 4 120 16,7 33,4
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4. KET LUAN

Vacxin bOPV la dang vacxin an toan dugc
duge st dung rong rai trong chucng trinh tiém
chiing mé rong hién nay. Cai tién thanh céng quy
trinh céng nghé san xuét vacxin ban thanh pham
don typ trén chai nhua 10 tAng trong nghién ctu
nay déng gép rat to 16n cho viéc phat trién san
xudt vacxin dat chat lugng sau nay. Viéc san
xudt trén chai nhua 10 tang ¢ mdi 16 theo quy
trinh cai tién thu duge 30 lit vacxin ban thanh
phdm, hiéu gia trung binh 1a 7,74log,,
CCID,,/0,1ml, s liéu thu dugc 16,7 triéu liéu,
hiéu qua hon so véi quy trinh trén chai Roux thu
dugc 1a 24 1it vacxin ban thanh phém, hiéu gia
trung binh 7,4log;, CCID,,/0,1ml, s6 liéu thu dugc
6,37 triéu liéu. Cac théng s6 t61 vu cho quy trinh
san xudt vacxin bai liét ban thanh phidm trén
chai nhua 10 tAng v6i mat d6 t& bao nudi dua vao
6 giai doan PO va P1 1a 156.000 t& bao/ml. Thé
tich hén dich nudi t& bao t6i uu trén 1 tang chai
13 200ml d6i véi chai nhua 10 tang, mdi tang
636cm?.  Lugng MOI cho gay nhiém Ia
(1CCID50/15 = 300tb), thé tich méi trudng duy
tri b6 sung sau giy nhiém la 150 ml/tang cho
hiéu qua san xuit vacxin cao nhat.

LOI CAM ON

Nghién ctiu nay dugc thuc hién ti nguén
kinh phi dé tai cia Trung tdm Nghién ctiu San
xudt Vacxin va Sinh phdm Y t& (POLYVACQ).
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