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SAN KUAT THU NGHIEM VACKIN DENGUE SGNG GIAM BOC LUC
TREN TE BAO VERO G QUY MO PHONG THi NGHIEM

DO TUAN DAT, HOANG ANH PUC, HOANG BUC LOC, NGUYEN THU VAN

Céng ty TNHHMTV Vioxin va Sirh phéim 6 1

Sau khi xdy dyng dugc quy trinh cong nghé 6 quy méd phong thi nghiém, céc loat thir
nghiém vécxin dengue song glam dgc lyc tir gia trén té bao Vero da dugc san xuat ra dat
yéu cau chat lugng tai co s6. Doi vm m0| cong doan clia qua trinh san xuat deu phai tién
hanh it nhat trén 3 loat lién tiép dé tham dinh vé chat lugng san pham va tinh on dinh clia
quy trinh. Céc két qua chia quy trinh san xuat thi nghiém nay sé 1a cén ci dé lva chon mat
quy trinh san xuat tdi wu ciing nhu ap dung cho san xuat véi quy md 16n hon trong tuong
lai tai Cong ty TNHH MTV Vécxin va Sinh phdm sé 1 (VABIOTECH).

Tir khod: quy trinh cdng nghé, vdcxin dengue, 16 bao Vero, san xuét vacxin.

DPILOT PRODUCTION OF
DENGUE LIVE-ATTENUATED
VACCINE IN VERO CELL AT
THE LABORATORY SCAILE

Summary

After establishment of a production
procedure at the laboratory scale,
several pilot production lots of
dengue live-attenuated vaccine in
Vero cell have been conducted and
met the local quality requirements.
For each stage of production, at
least 3 consecutive lots have been
conducted in order to validate

the vaccine quality and procedure
stability. The results of pilot
production will be the basic for

the selection of optimal vaccine
production procedure and application
for future upscale production in
Company for Vaccine and Biological
Production No 1 (VABIOTECH).

Keywords: technological procedure,
dengue vaccine, Vero cell, vaccine
production.

Pat vin dé
;

Dengue la mét trong nhiing bénh do virdt 1ay truyén qua mudi phd bién
nhat & ngudi, luu hanh chi yéu tai cac vung nhiét déi va can nhiét déi trén
thé giGi. Pham vi &nh hudng va su phan bd dia ly clia bénh nay ting nhanh
chéng trong vong 50 ndm qua va T6 chiic Y t& thé gigi (WHO) udc tinh
rang, virit dengue la nguyén nhan gay ra khoang 50-100 triéu ca bénh moi
nam trén toan thé gidi. Khoang 2 phan 5 dan s6 trén toan thé gi6i hién nay
¢6 nguy ¢ méc bénh nay [1, 9].

Su lan truyén nhanh chéng cta dich s6t dengue dang doi hoi cac t6
chtic, cac qudc gia tang cudng nd Iuc kiém soat, phong va chifa bénh. Cac
phuong phap chu y&u nham kiém soat sy lay lan bénh sét dengue trong
cobng dong bao gom giao duc cong dong va khong ché vector truyén bénh.
Viéc nang cao y thiic, gido duc cong déng vé sy nguy hiém, cach phong
va chéng s6t dengue c6 y nghia quan trong nhung két qua thu dugc con
nhiéu han ché. Viéc khdng ché vector truyén bénh dugc xem la phuang
phap phong bénh duy nhat ¢é hiéu qua nhung chi phi kha I6n va doi hoi
mot chién lugc 1au dai, lién tuc. Hién nay, viéc nghién ctu va phat trién
vécxin dang dugc hy vong la sé& dua ra dugc mot giai phap phong bénh cé
hiéu qua cao nhat déi véi bénh sét xudt huyét dengue. Cac t6 chuc vy té,
cac quéc gia cling nhu cac nha san xuét da va dang nd Iyc khong ngting
trong viéc tim ra vacxin phong bénh sét dengue hiéu qué va kinh t& nham
dua vao sl dung roéng rai trong cac khu vuc luu hanh dich [4, 5, 6, 7].

Vé6i mong mudn nghién clu va phat trién vacxin dengue tai Viét Nam
nhadm mau choéng tiép can véi cac cong nghé san xudt vacxin tién tién trén
thé gidi cling nhu sém c6 dugc vécxin phuc vy cdng déng, Céng ty TNHH
MTV VAcxin va Sinh phdm s 1 (VABIOTECH) da tién hanh thanh céng
céc nghién ctu lya chon va xay dung hé théng chling giéng cho san xuat
vécxin tir cac ching virdt ¢é cac dic tinh t6t nhat vé di truyén va mién

Tapchi K“OA an 45

S8 17 nam 2014 5 NGHE VIET NAM



NGHIEN CJU - TRAO PO

dich cla Vién Stic khde Qudc gia Hoa Ky (NIH), xay dung
thanh cong quy trinh cong nghe san xudt vacxin dengue
sbng gidm doc luc ti gia & quy md phong thi nghiém.
Nghién cliu san xuét cac loat vacxin thi nghiém nay la
budc tiép theo sau khi c6 dugc quy trinh cdng nghé san
Xuat vacxin dengue trén nudi cdy t& bao Vero & quy mé
phong thi nghiém. Chinh céc san phdm c6 dugc sé la can
¢t dé kiém chiing mic do én dinh va chéat lugng cla quy
trinh s&n xuat da dugc xay dung.

Néi dung va phuong phap nghién ciu

Quy trinh c6ng nghé s&n xuat vécxin dengue trén nudi
cdy té bao dudc nghién clu va phat trién tai Viét Nam 1a
quy trinh nhan nudi chling virdt dengue ¢ dinh trén dong
t€ bao Vero. Dya trén cac nghién ctiu da co cta NIH bao
gbm cé&c nghién cliu nhan nudi chling, kiém tra tinh én
dinh hé gen cla chiing, kiém tra doc tinh va hiéu qua gay
dap ting mién dich cla cac chlng trén dong vat va dic
biét 1a cac két qua thi nghiém Iam sang vdi tling chiing
don 1& ciing nhu ddi véi ca 4 chlng cung c6 mat trong
thanh phan vécxin (vécxin ti gia) cho thdy 4 chlng virut
tai t8 hop rDENT (rDEN1A30), rDEN2 (rDEN2/4A30(ME)),
rDEN3 (rDEN3A30/31) va rDEN4 (rDEN4A30) da c6 dugc
cé4c dac tinh t6t nhat va phu hgp dé dugc lya chon tiép
tuc cho nghién ctu vacxin dengue séng giam doc luc tai
VABIOTECH [2, 3, 8]. Céac budc cla quy trinh san xuat
vécxin dengue trén nudi cdy té bao Vero déu dugc nghién
ctu va thd nghiém nham tim ra diéu kién t6i uvu nhét
c6 dudc céac thong s6 6n dinh dam bao chét lugng san
phdm t6t nhat. Cac théng s6 da dugc thiét lap nay tiép
tuc dugc klém chUng rd rang han trong qué trinh san xuat
tha nghlem vacxin § quy m6 phong thi nghiém. Cac budc
chinh clia qua trinh san xudt véacxin bao gom:

Nuéi cdy va chuan bj té bao Vero

T& bao Vero ddi 137 tir diéu kién bdo quan cla ngan
hang t& bao s&n xuat dugc cdy chuyén dén doi 142 bang
mai tridng MEM c6 chiia huyét thanh bé. Té bao dugc xac
dinh hinh thai va s6 lugng trén bé mat chai nudi cdy bang
phudng phap quan sat duéi kinh hién vi d4o pha va dém
s0 lugng té bao.

Gay nhiém virat vao té bao Vero

Chding virdt dengue san xuét dugc gay nhiém vao chai
nuoi cdy té bao ddi 142 sau khi té bao kin mot I6p. Quan
sat t€ bao va phuaong phap xac dinh hiéu gia virit sau khi
nudi cdy sé gidp danh gia hiéu qua sau khi gay nhiém.
4 chdng virat thuoc 4 typ dengue khac nhau dugc gay
nhiém riéng ré dé tim hiéu cac thong s6 gay nhiém cho
ting chlng.

Nuéi cdy virut va thu hoach nudc néi

Sé&n pham clia quy trinh nay la virdt dengue thudc céc
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typ khac nhau, do vay viéc danh gia cac diéu kién nudi
cay virdt va thu hoach nudc néi khac nhau dugc xay dung
dua trén phudng phap xac dinh hiéu gia virut dengue séng
gidm doc lyc (PFU) - phuong phap nhudém mién dich xac
dinh dam hly hoai (immunostain plaque) st dung khang
thé don dong d&c hiéu cho tiing typ. Céc théng s6 cla
quy trinh nudi cdy dugc danh gia 1a: nhiét dé nuéi cdy, thé
tich thu hoach va hiéu gia virut.

Tinh sach va cé ddc hén dich virit

Quy trinh tinh sach va c6 d&c virit sé tim hiéu vé hiéu
qua thu hoach virdt sau khi st dung ly tam, loc va siéu loc.
Hiéu gia virat (PFU/ml) cung dugc xac dinh theo phuong
phap nhudém mién dich xac dinh dam hoai ti.

Tinh ché virut

Quy trinh tinh ché virit dugc tién hanh véi muc dich
loai bd t6i da cac thanh phan protein tap tif t& bao va moi
trudng nudi cdy cling nhu ADN ton du clia té€ bao Vero ¢
trong hén dich virdt sau thu hoach. Céc phuong phap tinh
ché virit bao gébm cat axit nucleic va siéu loc. Phuang
phap xac dinh hiéu gia virat va xac dinh ham lugng ADN
t€ bao ton du dugc sl dung dé danh gia hiéu suat va do
tinh sach cla virut sau tinh ché.

Pha ban thanh pham cudi cung va san xuét vdcxin
thanh pham

Cong thic pha ban thanh phdm cudi cung véi néng
do cla tuing typ virut dengue, cla tling thanh phan trong
dém déng khé dugdc danh gia qua céc két qua kiém tra
chét lugng vacxin thanh pham, dac biét 1a cong hiéu cla
vacxin va xac dinh do 4m ton du.

Két qua va thao luan
Nuéi cay va chuan bj té bao Vero

TE& bao Vero ddi 137 tii ngan hang té€ bao Vero dugc
nhan nudi va cdy chuyén dén doi 142 trén chai nudi cdy
t& bao mot I6p v6i méi trudng phét trién phu hgp c6 chia
huyét thanh. Cac chai nudi cy té bao dugc theo ddi hang
ngay béng phuong phap cadm quan (mau va dd trong clia
moi trudng nudi cdy) va kiém tra dusi kinh hién vi soi t&
bao. Sau mdi dsi nudi cdy, hdn dich té bao thu dugc dudc
dém s6 lugng va xac dinh ndng do cay chuyén sang cac
chai té bao méi. Da c6 12 mé té bao dugc nudi cdy trén
chai 3 tang, hinh thai t€ bao dang da cuc, sé lugng va
chét lugng dam bao dé gay nhiém virtt cho san xuét 03
loat v&cxin dengue tu gia.

Gay nhiém virut vao té bao Vero

_Té bao Vero dai cdy chuyén 142 dugc tach va gay
nhiém véi cac chling virdt dengue. Liéu gay nhiém tuy
thudc vao tling chling virat. Té bao Vero sau khi hdp phu



virdt dugc cdy chuyén vao chai nudi cdy 3 tAng. Khoang
5% lugng té bao khong gay nhiém virlt dugc nubi cay
trong cac chai nudi cdy mot I6p. Céc chai t&€ bao chiing
nay sé dudc tién hanh va theo ddi song song cling vdi cac
chai gay nhiém trong sudt quéa trinh nhan nudi virit. Moi
trusng st dung trong cong doan nay van la mai trudng
phét trién t& bao c6 chiia huyét thanh. K&t qua trong bang
1 cho thay, qua trinh gay nhiém &n dinh cho hiéu gia virat
thu hoach dugc dat yéu cau cho san xuét.

Nuéi cdy virut va thu hoach nudc néi

Sau 6-7 ngay gay nhiém, tién hanh thu hoach cac mé
gat don virGt. TAt c& cac mé git don déu dugc kiém tra vo
trung, xac dinh hiéu gia virat. K&t qua thu hoach cac mé
gat don virat dugc trinh bay trong bang 1. Hiéu gia virtt
cla cac loat san xuét thii nghiém nay déu dat yéu cau
cho céac qua trinh san xuét tiép theo.

Bang 1: két qua nubi cdy va thu hoach nudc ndi
cla cac loat san xuét

v ' So iny A 2., A oy

Chiing/Tén So Ehal ThAe- tlﬁh loat Nh}e.t (3(,) Theé tich | Hiéu gid 1gPFU/ml
chim gy | nudi cay/ qy | Mudicdy thu hoach

& | nhifm | chaiml) | %% | (C) | (mlichai) | 0113 | 0213 | 0313

nhiém

rDENI 12 180 03 37 200 73 | 14 | 11

rDEN2 12 180 03 35 200 70 169 | 71

rDEN3 12 180 03 37 200 58 1 56 | 55

rDEN4 12 180 03 37 200 72 | 1,1 | 12

Tinh sach hén dich virut

Céac mé gat don sau khi thu hoach sé dugc tron lai, ly
tam va loc qua mang dé loai trii cdc manh xéc té bao va
cac hat virut két dinh c6 kich thudc 16n. Hon dich virut tinh
sach dudc xac dinh hiéu gia virut. K&t qua tinh sach hon
dich virat clia cac loat san xudt thi nghiém dugc trinh bay
trong bang 2. Céc loat sdn xudt th(i nghiém c6 tinh 6n dinh
vé thé tich thu hoach va téng hiéu gia virtt thu dugc.

Bang 2: két qua tinh sach hén dich virit
cla cac loat san xudt

Ching/Tén | Siloat | Tdng thé tich thu | Tong the tich sau Hiéu gid 1gPFU/ml
chiing tinh sach hoach (ml) tinh sach (ml) ITiE] ‘ RIS
tDENI 03 2.000 2.000 73 74 | 11
tDEN2 03 2.000 2.000 7.0 69 | 71
tDEN3 03 2.000 2.000 58 56 |55
tDEN4 03 2.000 2.000 72 7.1 72

Cé dic hén dich virut

Hon dich virdt sau bat hoat dugc tién hanh co dac
bang mang siéu loc trén hé théng pellicon cattsete. Két
qua vé hiéu gia virut dugc xac dinh va thé tich hdn dich
thu dugc sau c6 dac dudc trinh bay trong bang 3. Hiéu
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gid virt clia tat cé cac loat sén xuét déu dat yéu cau cho
budc tinh ché virut tiép theo.

Bang 3: két qué cé dac hén dich virdt cla cdc loat sén xuét

Chiing/Tén | So'loat | Tong thé tich tru6c | Téng thé tich | Hiéu gid IgPFU/ml
chiing co dic ¢ dac (ml) sau co dic (ml)
0114 | 0214 | 0314
rDENI 03 2.000 400 78 | 15 | 15
rDEN2 03 2,000 400 T4 172 | 13
rDEN 3 03 2,000 400 62 | 60 | 61
rDEN 4 03 2.000 400 75 | 74 | 15

Tinh ché virut

Hén dich virat sau cé dac dudgc tinh ché bang phuong
phap cat enzyme va thdm tich. Hon dich virdt sau tinh
khiét dugc xac dinh hiéu gia virGt va ham lugng ADN té
bao Vero ton du. Cac két qua tinh ché virtt cla cac loat
san xuat dugc trinh bay trong bang 4 va 5.

Béng 4: két qué kiém tra ADN tén du cla céc loat san xuét

T Thé tichsau | ADNténdudiu | ADN ton du ddura (ng/ml)
Ténmau | So loat P .
tham tich (ml) vao (ng/ml) o113 | 0213 0313
rDEN1 03 1.000 200 8,0 40 6,0
rDEN2 03 1.000 400 04 0,2 0,32
rDEN3 03 1.000 400 0,8 04 0,36
rDEN4 03 1.000 320 75 2,0 4,0

Bang 5: két qué kiém tra hiéu gia virdt cla céc loat san xuét

o ) The tich Hiéu gia (IgPFU/ml)
Tén miu S0 loat F
sau tham tich (ml) 0113 0213 0313
rDEN1 03 1.000 72 7,1 73
rDEN2 03 1.000 69 7,0 69
1DEN3 03 1000 58 | 59 60
1DEN4 03 1.000 73 72 74

San xuat ban thanh pham cudi cung

Tu 3 loat ban thanh phdm tinh ché, 3 loat vécxin
dengue ban thanh phdm cuéi cung da dugc pha. Cac loat
vécxin ban thanh phdm nay déu dat yéu c4u vé hiéu gia,
v khudn va ham lugng ADN t6n du (bang 6 va 7).

Béng 6: két qud san xudt ban thanh phdm cudi
cla céc loat sdn xudt

Chiing/Tén chiing Thé tich (m)
Loat 0113 Loat 0213 Loat 0313
rDEN1 0,86 1,08 0,68
rDEN2 8,6 6,84 8,61
rDEN3 21,6 17,18 13,65
rDEN4 0,68 0,86 0,54
bém dong kho 380 380 380
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Bang 7: hiéu gia ban thanh phdm cuéi sau pha

) ) Hiéu gia (IgPFU/ml)
Chung/Tén chung
Loat 0113 Loat 0213 Loat 0313
rDEN1 4,6 4,5 4,6
rDEN2 53 5.4 53
rDEN3 4,5 44 4,6
rDEN4 4.7 4.6 4.7

Sén xuét vdcxin thanh pham

Ban thanh phdm dong khd dugc chia vao céac lo
va dong kho. K&t qua da san xudt dugc 03 loat vacxin
dengue tu gia thanh phéim, mabi loat 700 lo. C4c loat thanh
pham vécxin dugc kiém tra chat lugng theo tiéu chuén co
s& tai Phong kiém tra chat lugng san phdm (QC), Céng
ty TNHH MTV Vé&cxin va Sinh phdm s6 1. K&t qua kiém
tra cht lugng cac loat vacxin thanh phdm nay dugc trinh
bay trong bang 8.

Bang 8: két quéa kiém tra chat lugng vdcxin thanh phdm
tai co s6 cla cdc loat sdn xuét vdcxin dengue trén t& bao Vero

Loat DE- Loat DE- Loat DE-

Tén thu nghiém Tiéu chuan co s¢ 010413 020613 030613
Nhan dang Virit dengue Virit dengue
Vién xop mau tring, khi hoa
tan bing nudc hdi chinh tao
Tinh chat vat Iy thanh dung dich trong sudt, Patyéuciu
khong von cuc hodc khong cé
chat la khé tan
Vo khugn Khong thdy nz\tm va v1~lfhuan Pat yéu ciu
moc sau 14 ngay theo doi
pH 6,5-8,0 60,89 6,91 6,91
Hiéu gid virdt (PFU/0,5 ml)
-1DEN1 >10° 10* 10* 10*
-tDEN2  210° 10*6 10*6 1047
-rDEN3  210° 104! 10% 10+
-rtDEN4  210° 10% 10% 10%
An toan chung trén
chuft lang Chuot khong chét, khoe manh, .
tdng trong binh thuding Patyéuciu
An toan chung trén g i
chudt nhit
Chudt khoe manh, khong c6
An toan dic hidu biéu hién bénh (ligt, chét), Patyéuciu
tdng trong binh thudng
Téng T° tang clia 3 thé < 1,3°C.
Chat gy sot Nhiét do ting cta ting thd 0,4°C 0,4°C 0,4°C
<0,6°C
P dm ton du <3% 2,90% 2,64% 2,82%
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Nhu vay, ca 3 loat thanh ph&m vécxin dengue trén
nudi cay t& bao Vero déu dat dugc céc tiéu chuédn co
s& vé chét lugng san pham. Cac mau vécxin cla tat
cd céc loat san xuat nay sé& dudc gi di kiém tra chat
ligng san pham tai Vién Kiém dinh quéc gia Vacxin
va Sinh pham y té.

Két luan
:

Dua trén quy trinh cdng nghé da dugc xay dung, 3
loat vicxin dengue trén nudi cdy té bao Vero da dugc
san xuét thi nghiém & quy mo phong thi nghiém cho
thdy tinh 6n dinh cla céc théng s& trong qua trinh
s&n xudt va vacxin thanh pham da dat cac tiéu chuén
vé chét lugng tai co sG theo dung hudng dan cla
WHO [10] =

. o o 2
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