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Linh vue k§ thuit duoc dé cip

Sang ché dé cap dén vacxin chi thi dé didu tri du phong bénh sét lon ¢b dién
bao gdm virut st lon ¢ dién sdng giam doc duoc bién ddi. Trong mot phuong an
theo sang ché, vacxin chi thi khac biét & chd trinh tu nucleotit cua virut, ma ma hoa
cpitop TAV, va/hodc trinh tu axit amin cta epitop TAV, bao gém trinh tu khac véi
trinh tu ctia virut sét lon gdy bénh, dé c¢6 thé phén biét chu thé thé hién bi nhiém
virut s6t lon gay bénh v6i chi thé duoc chang ngira bang vacxin chi thi theo séng
ché bang phuong phap phan tich huyét thanh va/hodc phén tich gen.

Tinh trang k¥ thuéit cia sing ché

Bénh sbt lon ¢ dién (Classical swine fever: CSF) Ia bénh dich ¢ dong vat
xay ra trén toan thé gidi va co anh huéng dang ké v& mat chinh tri va kinh té
(Vandeputte va Chappuis, 1999). Bénh sot lon ¢6 dién, ciing da duoc biét dén la
bénh dich ta lon hodc bénh dich lon, la mét trong cac loai bénh phai dugc thong
bao toan quéc, & mac do LU ciing nhu dén T6 chic sic khoe dong vat thé gidi
(World Organization for Animal Health: OII) & Paris khi xuét hién & bat ky giai
doan nao. Bénh sdt lon ¢6 dién do virut ARN ¢6 vo boc nho thudc giéng Pestivirus
trong ho Flaviviridae gy ra. VAt chii tw nhién cta virut s&t lon chi 1a cac loai lon
da thuan hoa va lon hoang dai (vi du lon rimg chau Au).

Lién minh Chau Au da ¢6 nhitng nd luc dé loai trir bénh CSF bang bién phap
khic nghiét ma khong chung ngtra dy phong, da bi cAm tr ndm 1990. Du bi cAm,
viéc chung ngira van khong phai 1a su su chon duge chip nhén vé mit phap ly lam
su chiing ngira du phong trong truong hop xuét hién bénh sét lon. T rong truong,
hop d6 nén ching ngira theo ké hoach ching ngira du phong, da duoc lién minh
chau Au phé chuén (xem didu 19 trong chi thi ctia hoi dong chau Au 2001/89/EC).
Cho dén nay, Rumani 1a nudc duy nhét tién hanh chung ngura du phong. Ly do cla
han ché nay nam & cac han ché vé k¥ thuat vacxin chi thi ¢6 san & thoi diém hién
tai, nhu cac han ché v& hiéu qua vacxin, cong thém céc rao can thuong mai vé dong

vét duge chung ngtra thong thuong (han ché ¢ thi truong quéc gia). Hi¢u qua cua
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vacxin chi thi d& duoc cp phép khong thé so sanh dugc véi vacxin sdng da bién
d6i, ma thé hién cac wu diém dang ké, va du sao di nita cac vacxin da bat hoat hoac
vacxin tiéu don vi van khéng phu hop dé ching ngira du phong do bit dau mién
dich chdm va can phai ching ngira lai.

Xem xét su m& rong cua lién minh chau Au dén cac nude Doéng Au va ca su
toan ciu hoa ngay cang ting, cac chién luoc méi cho kha ndng ching ngua du
phong d& dugc thao ludn, ma s€ dong vai tro quan trong trong viéc tranh viéc loai
bo dong vat trén quy md 16n va cac ton that kinh té lién quan (Leifer va cac ddng
tac gia., 2009). Do d6 c6 nhu ciu dang ké vé vacxin ¢6 hiéu qua cao ma cho phép
phan biét vé mat huyét thanh gifta cac dong vat duoc chung ngtra va khong dugc
ching nglra va hon nita thé hién tat ca cac uu diém cua vacxin séng bi bién déi
truyén thong.

Do viéc tao ra vacxin chi thi dau tién, ma dua trén glycoprotein E2 cua virut
CSF bi gidi han vé kha ning stir dung va c6 mot s6 han ché vé didu kién luu gift, chi
phi, hiéu qua, nén van con nhu ciu 16n vé cac vacxin chi thi méi. Cac thanh phan
khac nhau cho cac vacxin nay da dugc nghién ctiru k¥, nhu vacxin ADN, peptit gay
micén dich, vacxin vecto, dot bién x6a bo va virut sét kham (Beer va cac dong tac
gid., 2007; Dong va Chen, 2007). Hau hét cac thanh phan cta vacxin chi thi nay
déu thé hién nhuoc diém ring chung duoc san xuét ra qua cac phuong phap bién
do6i gen hién dai. Do nguoi tiéu dung lo ngai vé céc san pham bién d6i gen, ngoai
quy trinh st dung phtic tap, vacxin bién doi gen thé hién cac nhugc diém dang ké.

Céc vacxin truyén thong nhim chéng lai CSFV bao gém vacxin song da bién
ddi. Cac vacxin nay c6 hiu quéa cao sau khi dua vao riéng 1¢ nhung khong cho ra su
khac biét gitta cac dong vat da duoc chung ngta va di bi nhiém trén co sd tiéu sir
huyét thanh hoc. Nhidu vacxin nay dua trén ching virut truyén théng “C” hodc bét
ngudn tir do (con goi 1a “vacxin ching C”). Ilon nita, con ¢ cac vacxin dua trén
chung virut Nhat Ban “hoan toan d4m tinh voi chudt lang (guinea pig exultation-
negative - GPE-)”, ching “Thiverval” va ching “Mexican PAV?”, tit ca ching déu
duge st dung & dia phuong va qubc té (Blome va cac ddng tac gia, 2006; Greiser-
Wilke & Moennig, 2004; van Oirschot, 2003). C6 dir liéu m¢é réng vé viéce str dung

vacxin dua trén ching C. D2 bict rang sau khi ching ngtra bon ngay, c6 thé thé hién
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duoc su bao vé hoan toan cho dong vat chéng lai su cam nhiém CSFV doc hai. Hon
nita, sau khi ching ngua bay ngay, cho ra dugc su bao v¢ hoan toan tur sy truyén doc
virut cam nhiém trong cac dong vat mang (de Smit va cac dong tac gia., 2001).

Nhuoc diém dang ké ctia cac vacxin séng bién doi da biét 13 khéng co kha
ning phan biét vé mat huyét thanh mot cach xac thuc gitta cac dong vat di chung
ngira va bi nhiém. Do vay, muc dich ctia sang ché dé dé xuét vacxin séng da bién
d6i ma c6 kha nang phén biét gitta cac dong vat di chiing ngtra va bi nhiém.

Trong linh vuc vacxin chi thi, vacxin duogc goi la tiéu don vi d3 dugc biét
dén trong linh vuc, ma dya trén glycoprotein E2 tai t6 hop ctia CSFV. Cac thu
nghiém phan biét cho cac vacxin nay la thu nghiém hap thu mién dich lién két voi
enzym (Enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA), trong do cac khang thé
duge dinh hudng chdng lai glycoprotein E™ duge st dung dé phat hién ra sy nhiém
virut CSF. Luc nay, chi c6 mdt vacxin tiéu don vi E2 duogc béan trén thi truong, tuy
nhién, viéc cap phép bi tri hodn trong mét vai thang (xem bao cdo EMA vé vacxin
tiéu don vi E2).

BAt ké viée cac san pham nay khong thé dua ra thi truong, thi cc hé ndy van
thé hién cac nhuogc diém sinh hoc tiém 4n. Mot nhuoc diém 1a can it nhat hai 14n
ching ngtra ngoai duong ticu hoa trudc khi tao duge sy bao vé hoan toan, khién
cho cac vacxin nay hoan toan khong tuong hop véi “viée chung ngira bay”, trong
dé cac dong vat dugc cho dung mot lidu don cac bay vacxin. Hon nita, viéc van
dong ching ngira du phong chi hop 1y khi viée bao vé chdng lai CSFV kiéu dai
trong cac thtr nghiém khac nhau sir dung vacxin tiéu don vi 12, khong thu dugc su
bao vé hoan toan tir su truyén doc. Nhuoc diém khac cua hé nay ¢ chd khang thé
nhdm chdng lai E™ glycoprotein duoc st dung cho sur phan biét vé mat huyét thanh
hoc va d6 nhay va diac trung cia cac h¢ thir nghiém do chi ¢ mic do vira phai
(Floegel-Niesmann, 2003).

Vacxin CSF sbng giam doc da duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat nhung
hién nay van gap tré ngai do cac nhuoc diém khac nhau. Hau hét cac vacxin da boc
16 trong tinh trang k§ thudt déu bao gdm ADN la va dugc tao ra bang cach st dung
cac phuong phap k¥ thuat di truyén, ngoai ra con biét dén 1a k¥ thuat ADN téi to

hop, do d6 ¢6 lién quan dén céac van d¢ danh gia rii ro nghiém trong vé moi trudng
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cho san pham. Cac bién thé CSFV khéac da duoc biét dén trong d6 cac axit amin bi
thay thé hodc loai khoi epitop TAV kicu dai (WO 2010/074575 A2). Tuy nhién,
cac gbe axit amin va/hodic nucleotit bi bién doi trong sang ché chua duoc boc 16
hodc dé xuét trong giai phap ky thuat da biét.

D4 ¢6 nhiéu bude chuyén duge st dung dé sinh ra bién thé virut, ma c6 thé
st dung 1am vacxin, du cho stic ép khang thé van chua sir dung trude day. Do do
nhidu budc chuyén canh truong nhiém virut dé sinh ra cac bién thé nhu boc 10
trong tinh trang k¥ thuat bi gidi han bang cach huéng din mét sd 16n cac budce
chuyén canh truong va ca thiéu su kiém soat epitop dé bién doi (Hulst va cac ddng
tac gia).

Kortekaas va cac dong tac gia mo ta vacxin CSF sdng giam doc, én dinh vé
mat di truyén, ¢6 kha nang phan biét vé mat huyét thanh hoc gitta dong vat bi
nhiém véi dong vat duoc ching ngira. Ching C dot bién bi bién ddi gen bang cach
su dung sy tiép cén dich, trong do sir dung k¥ thuat ADN tai t6 hop dé thuc hién su
x6a bo trong protein E2 ctia CSFV. Céac dot bién khac thu duoc sau dé ¢ cac vi tri
khac nhau trong hé gen cta virut théng qua nhiéu cach dé tao ra cac ching thé hién
su sinh trudng duoc tang cuong. Cac ching mb ta trong Kortekaas va cac ddng tac
gia la virut duogc thiét ké v& mat di lruyén, ma ¢o nhuge diém dang ké do qua trinh
nhan phirc tap dé giai phong cac san pham bién dbi gen vao méi trudng.

Holinka va cac dong tac gia mé ta chang CSFV song giam doc chi thi khang
nguyén kép “FlagT4vn” ma thu duoc bang cach két hop hai yéu t6 quyét dinh di
truyén cta thé giam doc. FlagT4v chua chi thi di truyén duong, epitop Flag tong
hop, dugc dua vao thong qua viée chen 19mer vao trong glycoprotein E1; va chi thi
am dugc tao ra tir cac bién doi vi tri lién két ctia khang thé don dong epitop WH303
(mAbWH303) trong glycoprotein E2. Viée su dung FlagT4v trong mii hoac trong
co bao vé lon chéng lai chung CSFV Brescia gay hai ¢ thoi diém sém sau khi
chung ngira (2 hodc 3 ngay), va ¢ thoi diém mudn (28 ngay). Dap tng khéang thé
gay ra FlagT4v trong lon phan Gng manh vo1 epitop Ilag nhung khong ngan chan
lién két cia mAbWIH303 peptit tong hop ma thé hién epitop WH303. Vacxin boc 10
trong Holinka lién quan dén virut dugc thiét ké vé mat di truyén ma thé hién ADN

la trong hé gen cta n6 (trinh tu Flag-Tag thém vao trinh tu vecto va chi thi). Diéu
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nay thé hién nhuoc diém 16n so véi sang ché, ma khéng thé hién ADN la hodc tai t6
hop.

Tai lidu WO 2007/143442 A2 mob ta anh hudéng cia cac dot bién trong
WH303 epitop ctia CSFV E2, ma thay doi trinh tu axit amin cta Brescia CSFV doc
huéng dan vé trinh ty axit amin tuong ddng cia NALD ching BVDV. Céc dong
vét bi nhiém cac bién thé virut duoc bao vé khi duge cam nhiém bang virut Brescia
doc sau khi chiing ngira 3 ngady va 21 ngay. Su bién dbi & vi tri nay trong epitop
WI303 ciing cho phép phat trién thir nghiém chuan doan dé phan biét su ching
ngira gitta cac dong vat bi nhiém bénh. Bat ké cac tac dong nay, su dot bién duoc
dua vao béng cach st dung k¥ thuat di truyén, do do dua vat liéu di truyén la vao
vacxin virut.

Linh vuc ky thuat duoc dé cap trén day boc 10 vacxin ma di duoc thiét ké
thong qua k¥ thuat di truyén tai t6 hop dé tao ra cac ching virut. Nhu dd md ta trén
day, vacxin dugc thiét ké bang k¥ thuét di truyén phai chiu cac méi ban tdm vé an
toan cho moi truong va do dé bi can trd boi cac phuong thire chap nhan phuc tap
va su lo ngai cua cong ching, do d6 gay ra nhuge diém dang ké cho viée st dung
ching.

Ban chit k¥ thuit ciia sang ché

Do cac van dé ky thuat trong cac giai phap ky thuat da biét, sang ché d& xuat
vacxin chi thi cho lon da thudn hoa va lon kiéu dai ma tao ra su bao vé cho lon
chéng lai virut s6t lon ¢6 dién, ma c6 kha nang tao ra su khac bi¢t gitra cac dong
vat dugc ching nglra va bi nhiém, t6t hon duoc tao ra bang cac k¥ thuét thong
thuong. Theo mot phuong an uu tién, vacxin chi thi khong dugc tao ra thong qua
k¥ thuét bién déi di truyén tai t6 hop.

Van d& nay duoc giai quyét bang cac dic diém trong s6 cac diém yéu cau
bao ho doc lap. Cac phuong 4n wu tién cia sang ché duoc dé xuit bang cac diém
yéu cau bao ho phu thudc.

Do do, sang ché dé cép dén vacxin chi thi dé diéu tri du phong bénh s6t lon

co dién bao gom virut sot lon ¢6 dién song giam doc dugc bién doi.
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Theo mdt phuong 4n wu tién, sang ché dé xuit vacxin chi thi dé diéu tri du
phong bénh s6t lon ¢6 dién bao gdm virut s6t lon ¢6 dién soéng giam doc duoce bién
doi, khac biét ¢ chd, trinh tu axit amin ctia virut ctia epitop TAV cua protein E2 bao
gém mot trinh tu khéc véi trinh tu cta virut s6t lon ¢d dién kiéu dai, trong do trinh
tu axit amin cta virut thé hién it nhat mét phép thay thé sau:

- thay thé axit amin 830 bang valin,

- thay thé axit amin 833 bang serin,

- thay thé axit amin 839 bang glyxin.

Theo mot phuong an vu tién, vacxin chi thi cua sang ché, khac biét & chd,
virut d bién doi khong thé hién trinh tu cta axit nucleic tai t6 hop.

Theo mot phuong an vu tién, vacxin chi thi cta sang ché, khac biét & chd,
trinh tu nucleotit cta virut thé hién mét hodc nhiéu phép thay thé sau day:

- thay thé & vi tri nucleotit 2862 bang T,

- thay thé & vi trf nucleotit 2870 bang T,

- thay thé & vi trf nucleotit 2889 bang G.

Theo mét phuong 4n wu tién, vacxin chi thi clia sang ché, khac biét & chd,
trinh ty axit amin ctia virut thé hién mot hodc nhiéu phép thay thé sau day:

- thay thé axit amin 426 trong protein E*™° bing valin,

- thay thé axit amin 576 trong protein E1 bang histidin,

- thay thé axit amin 583 trong protein E1 bang axit glutamic,

- thay thé axit amin 951 trong protein E2 bang isoleuxin.

Theo mot phuong an uu tin, vacxin chi thi cua sang ché, khac biét ¢ chd,
trinh tu nucleotit cta virut thé hién mot hodc nhiéu phép thay thé sau day:

- thay thé & vi tri nucleotit 1649 bang G,

- thay thé & vi trf nucleotit 2099 bing C,

- thay thé & vi tri nucleotit 2122 bing G,

- thay thé & vi tri nucleotit 3225 bang T.

Theo phuong 4n uu tién, vacxin chi thi cta sang ché, khac biét & chd, trinh tu
axit amin cua virut cta epitop TAV bao gom trinh tu SEQ ID NO. 3 hoic SEQ ID
NO. 4.
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Theo mdt phwong 4n uu tién, vacxin chi thi ctia sang ché, khac biét & chd,
trinh ty nucleotit ctia virut bao gom trinh tu SEQ ID NO. 1.

Trong phuong an khac, vacxin chi thi theo sang ché, khac biét & chd, chu thé
duoc diéu tri béng vacxin nhu dd mé ta trong ban mo ta ¢6 thé tao ra sy khac biét
s0 v6i cha thé bi nhidm virut s6t lon gy bénh qua phén tich cac mau sinh hoc thu
duogc tir cac chi thé da noi bang cach sir dung phuong phép phén tich huyét thanh
va/hoac hé gen.

Trong phuong an khac, vacxin chi thi theo sang ché, khac biét & chd, phuong
phap phan tich hé gen dua trén phan tng chudi polymeraza (polymerase chain
reaction: PCR), t6t hon 1a PCR thoi gian thuc, trong d6 st dung doan mdi va/hoic
mau do ma nhan dién trinh tu nucleotit ctia virut da bién doi va/hodc gy bénh.

Trong phuong 4n khac, vacxin chi thi theo sang ché, khac biét & chd, phuong
phap phan tich huyét thanh dua trén thir nghiém mién dich enzym (enzyme
immunoassay: EIA), tot hon 13 thir nghiém hép thu mién dich lién két v6i enzym
(enzyme-linked immunosorbent assay: ELISA), do dé sir dung khang thé ma lién
két mot cach déc hidu véi epitop TAV bién doi va/hodc gy bénh.

Khia canh khéc cta sang ché dé cap dén vacxin chi thi, t6t hon nhu d& mé ta
trong ban mo ta, thu dugc bang cach tao ra cac bién thé virut thudc cac ching virut
s6t lon gay bénh hodc da biét khac bang cach sir dung ap luc khang thé.

Khia canh khac cta sang ché dé cap dén phuong phép san xuét ching vacxin
virut sot lon ¢6 séng giam doc duoc bién doi, tbt hon nhu mé ta trong ban mé ta,
bao gom sinh ra cac bién thé 1an trén coa virut thude cac ching virut sét lon gay
bénh hodc da biét khac bang cach str dung ap luc khang thé.

Theo mét phuong 4n uu tién, phuong phap san xuat nhu mé ta trong ban mé
ta, khac biét & chd, phuong phap bao gom:

- cdy chuyén nhiéu 1an ¢ bao, t6t hon 14 t& bao than phéi lon, dé nhiém véi
virut sét lon gdy bénh trong giéng nudi ciy té bao, va

- str dung dong thoi cac khang thé duoc dinh huéng chbng lai epitop TAV
ctia protein E2 cta virut s6t lon gdy bénh va/hodc huyét thanh tho di duoc ching

ngira Peptit CTAVSPTTLRTEVVK da dong.

-8



26455

Sang ché dé cap thém dén duoc phadm bao gdm vacxin chi thi nhu mé ta
trong ban mo ta cling vSi chat mang dugc dung.

Khia canh khac cua sang ché dé cap dén vacxin chi thi nhu md ta trong ban
md ta dé st dung lam thube trong diéu tri phong bénh (chung ngira), tot hon thong
qua cach tiém hodc st dung qua duodng udng, cho bénh sét lon ¢o dién.

Khia canh khac ctia sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri du phong
(chting ngira) bénh s6t lon ¢6 dién bao gdm st dung vacxin chi thi nhu mé ta trén
day cho chii thé, t6t hon 1a lon, t6t hon la tiém trong co hodc st dung qua dudng
udng.

Tinh trang chung khac trong d6 bénh 6t lon ¢6 dién doi hoi su ching ngira
dap Gng lai v6i viée phat hién ra sy nhiém truong virut trong quﬁn thé lon. Khi cac
con lon bi nhiém bénh, sao cho virut s6t lon ¢6 dién ¢6 mat ¢ lon kiéu dai hoac lon
nuodi, doi hoi su ching nglra du phong ¢ vung xung quanh va/hodc 1an can véi ving
quan thé lon. Sau d6 thuc hién ching ngira trong tir 1 dén 2 nam cho tit ca cac con
lon trong viung xung quanh do, di cho la lon kiéu dai hodc lon da thudn hoa, dé
tranh sy bung phat hodc sy nhiém virut sét lon trén quy mé 16n. Vacxin chi thi theo
sang ché phit hop 1y tuong cho viée ching ngira du phong trong truong hop phat
hién ra hodc bung phat sét lon, vacxin chi thi dé dang sir dung duoc qua dudng
u6ng mot cach nhanh chong va hidu qua, ngoai cach tiém, va cho phép phan biét
dugc gifta cac dong vat bi nhiém truong virut (gay sot) va duoc ching ngira.

M6 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién viée so sanh trinh ty.

Fig.2 thé hién phan tich huynh quang mién dich gian tiép.

Fig.3 thé hién VNT voi chang CSEV Rosrath.

Fig.4 thé hién Idexx E2-ELISA voi huyét thanh lon tir nghién ctu 06/10
dong vat.

M6 ta chi tiét sing ché

Viéc phat trién vacxin theo sang ché khong nhiing dua trén phuong phép

bién doi di truyén ma con dua trén nguyén tic rang virut s& tu bién déi theo cach

phtt hop khi dua vao dudi ap luc khang thé chon loc. Do d6, sang ché dé cap dén
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vacxin song da bién doi khong phai vé mat di truyén ma cho ra su bao vé chéng lai
CSFV ddc, ma thé hién tit ca cac yéu cdu dbi véi vacxin chi thi (d& nhén thiy vé
mat huyét thanh hoc va di truyén hoc). Vacxin chi thi dugc thiét ké bang cach su
dung ap luc khang thé chon loc vao cac chung C khac nhau trong gibng nubi cay té
bao. Cac bién thé sinh ra t6t hon co ba su trao dbi axit amin trong E2 epitop TAV
va hai su trao ddi bu trong protein E1. Sy 6n dinh cta cac bién thé phu hop nay
dugce xac nhan bang nhiéu hon muoi lan cay chuyén gibng nuéi cay t€ bao trong
tréng 1an va vi du bang su chiing ngira trong c¢o cho lon dan dén bao vé hoan toan
chéng lai chung cam nhiém ddc tinh cao. Hon nita, ¢6 thé thu dugec DIVA truc tiép
bang k¥ thuat huyét thanh va/hodic di truyén, vi du bang hé nhuém huynh quang
mién dich cu thé va bang phan tng chudi polymeraza phién ma ngugc thoi gian
thuc (real-time reverse transcription polymerase chain reaction: rRT-PCR). Hon
nita, ¢6 thé thu duoc DIVA gian tiép bing cach t6i uu hoa E2-ELISAs thuong mai
(vi du bang cach thay doi gia tri ngat) hoac bfmg cach phat trién hé ELISA peptit
dac hiéu TAV. Nho do, cho ra vacxin chi thi séng bién doi khong vé mat di truyén
chbng lai CSFV.

Viéc san xuét vacxin theo sang ché nhu sau:

Lua chon céc bién thé 14n trdn “Riems” chung C c6 trong ty nhién trong hé
gidng nudi cdy & bao (t& bao than phéi lon IFN) théng qua cdy chuyén cac virut
ching C trong khi st dung khang thé dac hiéu E2-TAV va huyét thanh thé duoc
ching ngtra peptit CTAVSPTTLRTEVVK da dong.

Cac khang thé duge sir dung, ngoai cac khang thé c6 trong huyét thanh tho
da dong da xu ly peptit, nhan ra epitop TAV trong protein E2 cta virut CSF mét
cach 1o rang, va thong qua su lién két v6i epitop nay lam trung hoa virut CSF
(chting C). CSFV thé hién ty 1¢ bién doi cao do dic trung ARN cia chung. Dudi
suc ¢p lya chon cua viée dua ra cac khang thé trung hoa, virut, ma bi bién ddi
cpitop ma khang thé lién két vao (trong trudng hop nay, 1a epitop TAV) duoc lua
chon, nhd d6 virut kiéu dai khong thay dbi bi trung hoa. Théng qua nhiéu 1an ciy
chuyén voi cac ndng do va hon hop huyét thanh tho va khang thé khac nhau, ¢ thé

chon dugc cac thé phan lap virut dot bicn khéac nhau.
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Dau tién chon cac virut co phép thay thé trong epitop TAV. Thong qua viée
cdy chuyén thém cac virut nay dudi cac loai ap luc khang thé khac nhau tach duoc
mdt thé phan 14p khac, ma thé hién hai phép thay thé trong epitop TAV va mot
phép thay thé bu don trong protein E1 (su tuong tac gitta 111 va E2 14 quan trong
cho clu tric virut). Cac virut nay duogc dé dudi ap luc khang thé khac, ma dan dén
viéc phén lap duoc céc virut ¢6 ba phép thay thé trong epitop TAV ngoai hai phép
thay thé bu trong protein El. Virut tao thanh ( “Riems” chiung C Q7, “Riems”
chung C S$10 va “Riems” chung C O11) thé hién cac phép thay thé trong protein E2
& cac vi tri 2862, 2870 va 2889, 3225, ngoai cac thay doi protein E1 & cac vi tr
2099 va 2122, ngoai phép thay thé trong protein E*™ & vi tri 1649,

Bang 1: Thong tin khac vé bién thé l1an trdn TAV

Vitri | Thay thé nucleotit | Axit Protein Thay 1h€ axit amin (dan dén sy
trong (chung C thanh amin trao doi axit amin tur chung C
hé gen | bicn thé lan tron) thanh bién thé 1an tron)
1649 | AbingG  [426 |E®™ | Isoleuxin bing valin
2099 Tbing C |57 |E1 W'rl;};»rr(’)wsin béﬁghistidin
2122 T bz‘inéTG 583 |El Axxit apartic bang axit
glutamic
2862 | CbangT  |830 |E2(Epitop | Alanin bing valin -
TAV)
2870 |CbangT  |833 |E2(Epitop | Prolin vdi serin
TAV)
2889 A bang G ' 839 E2 (Fpuop Axit glutamic bang Glyxin
TAV)
3225 |CbangT  |951 |E2 | Threonin bang isoleuxin

Céc thay doi trong trinh ty nucleotit cho phép hé RT-PCR thoi gian thuc c6
thé khéc biét gitra cac bién thé (Q7, $10, O11) va cac thé phan 1ap trén dong rudng.
Sy thay doi trinh tu axit amin cho phép su khac biét giita cac bién thé (Q7,
$10, O11) va cac thé phan lap trén ddng rudng trén co so lién két khang thé, nhe d6
cac khang thé s dung dé trung hoa (khang thé A18) khong con lién két voi cac

bién thé nay nita nhung lai lién ket voi tat ca cac theé phan lap trén dong rudng nho
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epitop TAV bao t6n cao trong CSFV. Khang thé sinh ra dua vao trinh tu peptit
TAV bién dbi (thé hién cac dot bién theo sang ché) ¢o thé cling duge sir dung dé
tao su khac biét gifra virut va vacxin nhiém vao, nhd d6 khang thé nham chdng lai
cac bién thé s lién két voi vacxin virut bién doi theo sang ché va gitp nhan dién 16
rang cac dong vat da chung ngira, nhung s& khong lién két voi cac thé phan 1ap trén
dong rudng.

‘Bang 2: Trinh tu theo sang ché

SEQ ID Chung ADN/protein | Trinh ty 5°-3°

NO

SEQ ID Q7/S10/011 | ADN CGGGTGTCATAGAGTGCACAG

NO. 1 TAGTGAGCTCAACGACTCTGA
GAACAGGAGTGGTAAAGA

SEQ ID Chung C ADN CGGGTGTCATAGAGTGCACAG

NO. 2 CAGTGAGCCCAACGACTCTGA
GAACAGAAGTGGTAAAGA

SEQ ID B5/2 protein TAVSSTTLRTGVVK

NO.3

SEQ ID Q7/S10/011 | protein TVVSSTTLRTGVVK

NO. 4

SEQ ID Chung C protein TAVSPTTLRTEVVK

NO. 5

Sang ché dé cap dén virut sét lon bién dobi c6 thé bao gdm bét ky hozc toan
bo cac td hop ¢6 thé nao cua cac dot bién va phép thay thé da boc 16 trong ban mé
ta. Vi du va thir nghiém d& xuét trong ban mo ta thé hién cac chung virut dugc sinh
ra ma chi thé hién tdp con cla tit ca cac phép thay thé liét ké trong bang 1. Cac
ching virut nay thé hién hiéu qua bao vé ngoai kha nang st dung lam chi thi, nho
d6 thuc hién dugc muc dich cta sang ché. Cac chung uu tién theo sang ché 1a dé
cap dén cac chung bao gdm céc tép con clia cac phép thay thé da boc 10, ngoai cac
chang thé hién tit ca cac phép thay thé da boc 10.

B4t ngo 13 cac 16 hop cua mdt hodc nhiéu bién d6i gen cu thé (thu duoc
thong qua quy trinh tu nhién 1a két qua cta ap luc khang thé) s& cho ra cac dic tinh

¢6 loi cho vacxin chi thi nhu mo ta trong ban mo ta. Trong tinh trang k¥ thuat da
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phét hién ra mot s6 su bién dbi tuong tu, nhung nhitng thtr chua biét trong tinh
trang k¥ thuat s€ lam cho su bién ddi con lai theo sang ché s& cho ra su bao veé co
hi¢u quéa cu thé khoi sy nhidm CSFV. Cac 16 hop dang cha v caa ching tao ra bd
cac dic tinh da mo ta ma 1am cho sang ché co kha ning tao ra vacxin c6 thé tao ra
sur khac biét gifta cac dong vat bi nhiém bénh va duoc ching ngira.

Chua biét dugc rang cac ap luc chon loc duoc st dung trong sang ché thong
qua viéc xir Iy bang khang thé s¢ dan dén céc bién doi chinh x4c di mé ta trong ban
mo ta. Céc t6 hop bién doi gen nhu mo ta trong ban mé ta hoat déng ciing véi nhau,
cho ra hidu qua hop luc ctia cac dot bién b ma giit lai dwoc ciu trac protein, trong
khi cho phép phan con lai bién doi va vi vdy cho ra cac dic tinh chi thi 13 muc dich
clia sang ché.

Thuat ngir k§ thuét di truyén dé cap dén su bién d6i gen hodc cac thao tac
trén hé gen cta sinh vat, vi du bang cach dua vat lidu axit nucleic la, nhu ADN
hozc ARN, hodc trinh tu axit nucleic tong hop vao hé gen cta chi thé. K§ thuét nay
cling da duoc biét dén nhu k¥ thuat ADN tai t6 hop.

Thuat ngit virut giam doc dé cap dén virut da bi bién doi, theo bit ky cach
nao, dé virut nay khong doc va/hodc it doc hon so véi virut kiéu dai (gdy bénh). Vi
du céc triéu chimg cua bénh it xuat hién ¢ chi thé bi nhiém virut giam doc hon so
v6i 6 chi thé bi nhiém virut kiéu dai.

Thuat ngit ap luc khang thé hodc ap luc khang thé chon loc theo sang ché dé
cap dén viée st dung khang thé trong lic nudi cdy té bao, tot hon qua nhiéu con
duong, nhadm vao mét hodc nhiéu epitop ddc hiu cua virut. Cac khang thé nay co
thé 1a bat ky loai khang thé da biét nao trong tinh trang k§ thuat, ca don hodc da
dong, hodc ¢6 thé co trong huyét thanh déng vat duoc xir ly voi peptit quan tdm, vi
du epitop dich. Cac khang thé nay thudong duoc goi la khang thé trung hoa. Dusi ap
luc chon loc cua cac khang thé trung hoa dé xuét, virut, ma bi bién d6i trong epitop
ma khang thé lién két vao (trong trudng hop nay, 1a epitop TAV) duge chon loc
nhd vao wu diém phat trién ctia chung, khi khang thé khong con lién két véi epitop
da ndéi nta va do do khong con cho ra hi¢u qua gid1 han hoac trung hoa, nho do
virut kiéu dai chua bi bién do6i bi khang thé trung hoa sau d6 bi bét loi vé& su chon

loc trong canh trudng.
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Céc virut ndy, ma chiu bién doi trong cpitop ma khang thé lién két (trong
truong hop nay, la epitop TAV), thuong duge dé cap dén la bién thé 14n trdn. Cac
bién thé nay 1a ddi tuong cua sang ché, va cu thé vé mat di truyén hoc va huyét
thanh hoc cta virut kiéu dai.

Thuat ngir nhiéu budc chuyén dé cap dén hoat dong ciy chuyén trong gibng
nudi ciy té bao (cling biét dén 1a nudi cdy lai hodc phan chia 1¢ bao) qua mot sb lan,
qua do chuyén duoc mot b it & bao vao trong lo moi, tot hon v6i moi truong mai,
hoac bang cach pha lodng gidng nudi cdy té bao thanh moi trudng mai, qua mot s6 1an
dé gidng nudi ciy & bao tiép tuc phat trién ma khong tac dong dén mét do cao cla té
bao trong canh trudng.

V& vacxin chi thi, sang ché ¢6 thé ciing d& cap dén nhom cac sang ché théng
nhat duge két hop lai bing mét khai niém don v& sang ché. Vacxin chi thi, chinh
ban than virut va duoc pham chia ching, viée st dung ching trong diéu tri cho
dong vat dé chung ngira va cac phuong phap san xuit ra virut déu theo khai niém
chung cuia sang ché. Vacxin chi thi sang tao va méi dugc mé ta trong ban mé ta déu
¢6 kha nang va hop nhét duoc tit ca cac khia canh cua sang ché, dé cac phuong an
khac nhau moé ta trong ban mé ta déu nam trong mét sang ché théng nhat.

Khi trinh tu nucleotit duogc dé xuat trong sang ché, cac danh sach trinh tu
nhim bao goém ca trinh ty ADN va ARN tuong Umg. DU cho mét sb trinh tu
nucleotit dugc dé& xuét 14 trinh tw ADN, trinh tw ARN tuong Ung (vi du khi hé gen
virut thé hién phan tir ARN) ciing ¢6 trong sang ché. Trinh tu nucleotit theo sang
ché cling bao gdm trinh tu b sung cua danh sach da liét ké cua chung, vi dy trinh
tu bo sung c6 thé thong qua lién két bat cip bazo Watson-Crick bang trinh tu da liét
ké. Su bd sung tuong tng bang trinh tw ARN va/hodc ADN khong doi héi nd luc
sang ché dé bién doi trinh tu nay tir trinh ty khac va nguoi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay dé dang thuc hién.

Quy trinh sir dung vacxin virut theo sang ché, ché pham theo sang ché nhu
dugc pham, ché pham mién dich, khang nguyén hodc vacxin hodc ché pham tri
ligu, c6 thé qua con dudng ngoai dudng tidu hoa, nhu phuong phap su dung trong
da, trong co hogc dudi da. Viée st dung nay c6 thé gy ra d4p (mg mién dich toan

than, hodc dap ing mién dich thé dich hoac qua trung gian ¢ bao. Vacxin theo sang
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ché c6 thé ciing duoc s dung qua dudng udng, nhu duge hop nhit vao thirc an
dong vat, c6 kha ning gdy mién dich mot cach don gian va hidu qua trén quan thé
16n, vi du & lon rung chau Au.

Phuong phép st dung uu tién Ia sir dung dudi da hodc trong co, t6t hon bing
cach tiém hoic st dung qua dudng ubng.

Tong quat hon, ché pham vacxin virut theo sang ché hodic ché pham tri lidu
c6 thé duoc bao ché theo cac k¥ thuat chudn ma nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc dugc hodc tht y da biét.

Luong hitu hiéu tri liéu cta cac ché phim nay ¢6 thé duoc dua vao trong cac
licu lwong va bang cac k¥ thuat ma nguoi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc
dugc hoac tha y biét r3 dua vao viée xem xét cac yéu t6 nhu do tudi, gi01 tinh, can
ning, loai va tinh trang bénh 1y caa chu thé cu thé va con duong st dung. Ché
phém nay c6 thé duoc dua vao mot minh, hodc ¢ thé duge vao cung hoac theo sau
cac ché pham, vi dy, theo sau cac ché phdm sinh mién dich, khang nguyén hoac
vacxin hodc ché pham tri liu "khac" qua do dé xudt ché phdm da tri hodc "pha
tron" hodc két hop theo sang ché va phuong phéap sir dung chung. Mot 1an nita, cac
thanh phan va cach st dung (sir dung theo sau hodc cing), ciing nhu lidu luong co
thé duoc xac dinh dua vao viée xem xét cac yéu 16 nhu do b, 2161 tinh, can nang,
loai va tinh trang bénh ly ctia chu thé cu thé va duong st dung.

Vi du vé cac ché pham theo sang ché bao gdm ché pham long dé dung qua
voi phun, vi du dung qua dudng ubdng, qua mii, hdu mén, 4m dao, qua duong
miéng, trong da day, v.v., nhu huyén phu, si r6 hodc ¢dn ngot; va ché pham dung
ngoai duong ti€u hoa, dudi da, trong da, trong co hodc trong tinh mach (vi du, dung
bang cach tiém) nhu huyén phu hodc nhi tvong vo trang.

Trong cac ché phém nay, cac bién thé CSFV ¢6 thé dugc trdn véi chat mang,
chat lam loang hodc 14 dugc duoc dung nhu nude vo trung, nudc mubi sinh ly,
glucoza hoac chét twong tu. Cac ché phém nay co thé cling dugc lam khoé lanh. Cac
ché phém nay cé thé chira chat bd tro nhu chat thim uét hozic chat nhil hoa, chét tao

dém pH, chét phu tro, chit keo hoa hodc chit tdng cuong do nhot, chét bao quan,
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chat tao mui vi, chdt mau hodc chat tuwong tu, phu thudc vao con duong st dung va
ché pham mong muén.
M6 ta vin it cac hinh vé

Fig.1: So sanh trinh tu. A) So sanh trinh tu nucleotit & vung epitop TAV gilta
cac bién thé Q7, S10, O11 va thé phan lap trén ddng ruéng ching C. B) So sanh
trinh tu axit amin & ving epitop TAV gitta cac bién thé Q7, S10, O11 va thé phan
lap trén dong rudng ching C.

Fig.2: Phan tich huynh quang mién dich gian tiép. A) Phan tich cac thé dot
bién l4n trdn B2, B5/2 ¢y chuyén 2 (virut tién than cho Q7, S10 va O11, chi thé
hién 2 phép thay thé trong epitop TAV). B) Phan tich virut ching C.

Fig.3: Ba tuan sau khi chung ngua, tit ca cac dOng vat, ngoai trir mot con
trong nhom S10 va mot con trong nhém O11, thé hién cac khang thé trung hoa. 7
ngdy sau khi nhiém bénh cac dong vat di duoc chiing ngira thé hién tai lugng VNT
1 640 hodc 16n hon. Tai luong thip nhat 1a 320, duoc thé hién & mot dong vat
trong nhom da ching nglra thé dot bién TAV. Cac dong vat déi chimg khong dugc
chiing ngira thé hién khéng ¢o tai luong trong VNT chdng lai Résrath.

Fig.4: Cac dong vat dugc chung ngira ching C thé hién két qua duong tinh
trong E2-ELISA sau khi chiing ngira 21 ngay. 7 ngay sau khi nhiém bénh, t4t ca cac
dong vat da ching ngira déu thé hién két qua duong tinh 13 rang trong ELISA.
Nhom dbi ching khéng dugc chung ngira thé hién khong thé phat hién ra khang thé
sau khi nhiém.

Vi du thue hién sang ché
Thiét ké thtr nghiém va phuong phap thir nghiém
Chung ngira cho thé bang cdch sir dung peptit TAV

Hai con tho tir 8 dén 10 tuadn tudi (thé ¢ tai la 304 va 305) dugc chung ngtra
theo so do sau, bang cach st dung peptit CTAVSPTTLRTEVVK tiép hop
hemoxyanin bam 16 khoa (keyhole limpet hemocyanin: KLI)- dé sinh ra huyét
thanh trung hoa chung C da dong. Viée chung ngtra duge thuc hién nhu sau bang 6
lan tang cuong, mdi lan kéo dai hang thang.

Phan ldp bién thé lan tron E2 cua virut “Riems” chung C
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Dé tao ra ap luc khang thé dé sinh ra cac dot bién cho virut “Riems” chang C
trong glycoprotein E2, virut dugc xir Iy bang cac khang thé khac nhau dé chéng lai
epitop TAV ctia protein E2, bang cach sir dung céc nong do khac nhau. Céc té bao
d nhiém sau d6 dugc G va dé qua mot thoi gian. Cac khang thé duge sir dung trong
thir nghiém 14 khang thé dic hiéu E2 don dong, c¢6 ban trén thi truong cho thu
nghiém CSFV ELISA dac hiéu E2.

Khang thé:

A18I (IDEXX)

A18B (Bommeli)

A18C (Ceditest)

HC34 (CRL, Hannover)

WH303 va WH 211 (Weybridge, Anh)

Viée U cac gidng nudi cdy virut duge thue hién nhu sau. Su dung cac nong
do va hdn hop khang thé khac nhau cho cac lugng virut khac nhau. U trong khoang
thoi gian tir 2 dén 6 phit ¢ nhiét d trong phong. Dua huyén phu virut-khang thé
vao dia nuoi cdy té bao vai su sinh trudng té bao hop luu va sau d6 4. Trong thoi
gian nay, virut dugc hip thu vao & bao (1¢ bao PK15) trong thoi gian tir 1 dén 2 gio
& nhiét do 37°C. Cubi cung bo sung méi truong nudi ciy té bao vao va t cac dia
trong thoi gian 72 gio ¢ nhiét d¢ 37°C va COT 5%.

Sau thoi gian 72 gio, tach riéng phan ndi trén bé mat giéng nudi cdy té bao ra
va luu giit. Sau d6 c¢6 dinh céc dia nay va nhudém bang cach sir dung nhudm huynh
quang mién dich va sir dung khang thé C16 (dac hiéu cho protein NS3 cua CSFEV).
Sau d6 cdy chuyén phan dich ndi trong gibng nudi cdy & bao tir cac 15 duong tinh
yéu dudi ap luc khang thé khac nhu mé ta trén ddy. Phan dich ndi trong gidng nudi
cay t& bao tir cac 16 bang té bao duong tinh don hodc mang t¢ bao dugc nhudém don
sau d6 duogc ciy chuyén dudi ap luc khang thé rét yéu hozc khong ¢ ap luc khang
thé dé tang tai luong virut cho tir 1 dén 2 14n cdy chuyén. Lua chon céc phan dich
ndi trong gidng nudi ciy té bao khac nhau dé giai trinh tu trong vung E1 va E2.

Viée kiém soat virut bién thé lan trén duge thuc hién bang céch st dung

nhudém mién dich huynh quang v6i khang thé C16 hodc khang thé A18 st dung dé
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TAV khong thé nhuém duoc bing cach sir dung khang thé A18 nita.

Lich s cay chuyen

Bang 3: Lich str cay chuyén cta virut lan tron “Riems” ching C

(S0ul)t 501 305

B1A1+0,25mg/ml
A18(C.B,I)
(100ul) + 100ul
305

B5/2

B5/2-P2 (khong
ap luc)

2870,2122.
2889, 3225

B5/2-P3 (khong
ap luc)

Bién thé O11 Bién thé Q7 Bién thé S10
Cay chuyén Thay thé Céy chuyén | Thay thé Cay chuyén
SP867/2+

Al18(B)/HC34

(0,2mg/ml)

D5+ A18 (B, C) |2870

16P1+ A18(B,I,C)| 2870

je 0,25mg/ml 2122

B5/2-P3+0,1mg
A18(1)+50ul 304

B5/2-P3* +0,1mg
A18 (I) +50ml
305

€32+ 50ul A18
(I) + 50ul 305

CB32-P2 ()

CB32-P3
+A18(1,C) mdi
50ul, +305(25)

12870, 2122,

2889, 3225,
2862, 2099

72+A18(1,C)
50ul, +304/305
25ul
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F8 +304/305 30ul|

G18 -+ 304 30ul

HI5 (-)

|H15(¢)

2870,

H15 1304

2870,
2122, 50ul 2122,
2889, 2889,
3225, 3225,
2862, 2862,
2099 2099
116 +A18(1,C) [15 114
50ul +10pl HC34 AT18(L,C) A18(1,0)
+304 25ul 30ul 1304 30ul +304
30ul 30ul
+HC34 +HC34
15ul 15ul
K12 (-) 04 +A18 (1 N2 +A18(C
50ul, B 30ul, I
25ul) 50ul) +304
1+304/305 50ul +305
25ul 25ul
FHC34
15ul
L7 (-) P4 305 06 1A18 (1
50ul 50ul, B
25ul)
+304/305
25ul
NI17 (-) Q7 Q6 +A18 (1
50ul, B
25ul) 1304
S0ul
O11 2870, 2122, RO +A18 1
2889, 3225, 50ul +304
2862, 2099 50ul

Ddc diém cua cdc bién thé lan tron B5/2, 116, O7, 810 va O1 1

Céc bién thé lan trén da phan 1ap duoc giai trinh tu trong vung protein E1 va

E2. Thue hién viéc nhudm huynh quang mién dich khac nhau bang cach st dung

khéang thé A18-idexx, Al18-bommeli, Al8-ceditest va khéang thé C16. Céc bién thé

lan tron dugc cdy chuyén trong cé hai binh chira giong nudi cay t€ bao (toan bd)
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ngoai cac canh truong chai lan (roller) (Q7, S10, O11) va sau do dugc giai trinh tu,
duoc nhudém khac nhau va duoce chuan do.
RT-PCR thoi gian thuc ddc hiéu Q7

Dé thar nghiém dac tinh di truyén cua virut, va tr do thir nghi¢ém mot trong
cac dic tinh chi thi cta vacxin, phat hién ra ARN virut sau khi chiing ngira bang
cac bién thé lan trén ARN bang cach st dung cac doan mdi va ddu do, ma c6 kha
ning phan biét cac bién thé 1an trén bang cac thé phan l4p trén dong rudng “Riems”
chung C va CSFV.

Nghién citu ¢ dong vdt 27/09 - Thir nghiém dap iing mién dich cua cdc thé dot bién
Riems chung C B5/2-P6 va 116-P2

Trong nghién ctu & dong vat nay, mdi con lon con trong sé ba con lon con
dugc chung ngira v6i 2ml dich huyén phu virut (phéan ndi trén gibng nuodi cly té
bao) thong qua cach st dung trong co. Viéc phan nhom cac dong vat dugc thuc
hién nhu sau: nhém A (B5/2), nhém B (I116) va nhom Riems ching C d6i ching
(vacxin s6t lon do virut Riemser). Thir nghiém huyét thanh hoc vé dap Ung mién
dich duoc thuc hién cho moi nhom.

Nghién curu o dong vt 06/10 — Thur nghiém cdc bién thé lan tron Q7,810va O11

Cac nghién ctru & dong vat sau day duoc thuc hién dé thr nghiém xem bién
thé 14n trén nao c6 trién vong nhét trong céc con lon duogc nhan vé su khong co cac
tac dong nguy hiém va hiéu qua sau khi dua vao trong co.

21 con lon con tir 8 dén 9 tudn tudi (khoang tir 15 dén 20kg) duoc st dung
trong thir nghiém nay. Mdi con lon con duoc chung ngira 2 x 10° Y KIDsp/ml, trong
co.

5 nhém dugce tht nghiém:

Nhom 1 (5 con lon): cac thé dot bién cua bién thé chung C Q7-P7 (10™° KIDsy/ml)
Nhom 2 (5 con lon): céc thé dot bién cta bién thé chang C $10-P8 (107 KIDsy/ml)
Nhom 3 (5 con lon): cac thé dot bién cta bién thé chung O11-P8 (10> KIDsy/ml)
Nhém 4 (3 con lon):vacxin st lon do virut Riemser (virut séng)

Nhém 5 (3 con lon): nthém dbi chimg chua ching ngira
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Gay mién dich va 14y mau mau:
0 ngay sau khi ching ngira LAy mau mau (EDTA va huyét thanh), gdy mién dich
7 ngay sau khi ching nglra Ly miu mau (EDTA)
14 ngay sau khi ching ngra LAy mAu méau (EDTA va huyét thanh)
21 ngay sau khi ching ngira LAy mau mau (EDTA va huyét thanh)

Hang ngay thu dit lidu vé nhiét do co thé va céc triéu chimg 14m sang.

Cam nhiém:
28 ngdy sau khi ching ngira Lay mau mau (EDTA va huyét thanh), mau 14y tir mii
Cam nhiém bang ching KSPV doc Koslov (1x 10%° KIDs)
4 ngay sau khi gy nhiém  Lay mAu mau (EDTA va huyét thanh), mau l4y tir mi
7 ngay sau khi gay nhiém LAy mau mau (EDTA va huyét thanh), mau ldy tir mi
10 ngay sau khi gdy nhiém LAy mau mau (EDTA va huyét thanh), mau lay tir mii
14 ngay sau khi gay nhiém LAy maiu mau (EDTA va huyét thanh), mau ldy tir mii
21 ngay sau khi gay nhiém LAy mau mau (EDTA va huyét thanh), mau lay tir miii
28 ngay sau khi giy nhiém Lay mau mau (EDTA va huyét thanh), mau 14y tir mii
Nghién ciru & dong vit 24/10 — Thir nghiém cdc bién thé lan tron S10 va O11; bédo
vé sau khi chiing ngira qua dwong uong

Dé thir nghiém hiéu qua khi dung qua duong udng, thuc hién thu nghiém
trén dong vat nhu sau. Str dung 15 con lon con lam dong vat tha nghiém, tir 8 dén
10 tuan tudi (khoang tir 15 dén 20kg).

Nhém 1 (6 con lon): thé dét bién A bién thé chung C S10

Nhém 2 (6 con lon): thé dot bién B bién thé ching O11

Nhom 3 (3 con lgn): nhém dbi chimg bi nhidm (chua ching ngira)
Gay mién dich va ldy mau mau:

0 ngay sau khi ching ngira L4y mau mau (EDTA va huyét thanh), mau ldy tir mii
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14 ngay sau khi chung ngra 1.4y mau mau

28 ngay sau khi ching ngira 1.4y mau mau (EDTA va huyét thanh), mau lay tir mi

4 ngay sau khi gay nhiém
7 ngay sau khi gdy nhiém
10 ngay sau khi giy nhiém
14 ngay sau khi giy nhiém
21 ngay sau khi giy nhiém

28 ngay sau khi giy nhiém

iy mau mau (LDTA va huyét thanh), mau 1dy tir mii
Lay mau mau (EDTA va huyét thanh), miu 14y tUr mii
Lay mau méau (EDTA va huyét thanh), mau 1dy tir mi
Lay mau mau (EDTA va huyét thanh), miu 14y tir mii
Liy mau mau

Lay mau mau

Hang ngay thu dir li¢u vé nhi¢t do co the va cac tricu ching 1am sang.

Két qua thu nghiém

Chung ngiva cho the bang TAV-peptit

Ca hai huyét thanh tho (304 va 305) déu duong tinh trong thi nghiém E2-

ELISA ¢6 thé mua duge trén thi trudng sau khi xir ly ting cudng lin thé ba

(khoang 12 tudn sau lan ching ngira thir nhit). Trong thi nghiém trung hoa virut ca

hai mau huyét thanh thir nghiém déu duong tinh sau khi ting cuong 1n thu ba

khoang sau ba tuan. Tai luong trong thir nghiém trung hoa 1a thap va giam thém sau

khi ching tang cudng tir 1an tha 4 dén 14n thir 6.

Bang 4: Dac diém ctia huyét thanh tho 304 va 305 sau khi ching ngira TAV-peptit

Huyét thanh | E2 ELISA IDEXX | NT Alfort | Ghicht
Ty 1€ Grc ché theo %
304 6  |<5  |1.Gaymiéndich
305 |10 .
304 |28 <5 1. Tang cudng
305 |19 s
304 45 <5 | 2. Ting cudng
305 26 <5
04 |87 |5 |3 Tingcuong
305 |0  l<s |
304 9% 110 |4 Tang cuong
305 7 s
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304 |Khongthuchien |5 |2 twinsauS. Tang cudng
305 - |Khéng thuchien <5 |

304 |Khéngthychien  |7,5 | 1 tudn sau6. Tang cuong
305 Khong thechien <5 |

304 Khéngthuchien | <5 |3 tudnsau6. Tangcuong
305 wIth“)ng thuc h1€n %5 -

Phdn Idp bién thé ldn tron 122 cia virut “Riems” chung C

U cac chiing C Riems voi khang thé dic hiéu E2 dan dén, chi sau mét it 1an
ciy chuyén, phan lap cac bién thé 14n trén ma thé hién mot phép thay thé trong
viung E2 & vi tri 2870. Yéu t6 quan trong cho su phéan tach cac bién thé khac la
cling xuat hién sy thay doi bb sung trong protein E1 & vi tri 2122, vi du nhu trong
16P1 tach ra. Néu ca hai sy thay doi xuét hién ddng thoi, khi do chi doi hoi mot it
ldn cdy chuyén trong 4p luc khang thé va huyét thanh dé phan tach céc bién thé
khéac ma thé hién thém phép thay thé & vi tri 2889 trong protein E2. Mot sb bién thé
lan trén nay thé hién thém su thay d6i o vi tri 3225 trong protein E2. Vi du vé bién
thé 14n trén nay 1a thé phan lap B5/2.

Su thé hién dudi dang gian dd cho epitop TAV cia bién thé B5/2:
C-Stamm kiéu dai: CTAVSPTTLRTEVVK
Thé dot bién B5/2: CTAVSSTTLRTGVVK

Céy chuyén thém thé phén 1ap B5/2 dudi dp luc khang thé dan dén tach duoc
thé phan 1ap CB32. Thé phén 1ap ra nay thé hién thém phép thay thé khéc & protein
2 (nucleotit 2862), thém vao phép thay thé bo sung trong protein E1 & vi tri 2899.
CB32 tach ra tr hdn hop cac bién thé B5/2 va mot bién thé mai voi phép thay thé bod
sung. D& phan tach cac bién thé mdi ma thé hién phép thay thé b6 sung, CB32 tach
ra duoc cdy chuyén qua nhiéu lan cay chuyén dudi ap luc khang thé. Tur lan cly
chuyén H15 sau d6 va nbi tiép vao, cac thé phan 1ap Q7, $10 va O11 duoc phén lap.

Xem Fig.1 vé su so sanh trinh tyu epitop TAV cua thé dot bién S10, O11 va
Q7. Xem bang 1 vé viéc xem xét phép thay thé nucleotit va axit amin trong cac
bién thé lan tron da phan 14p.

Xdc dinh ddc tinh cdac bién thé lan trén B5/2, 116, 7, S10 va O11
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Thuc hi¢n thir nghiém céc bicn thé lan tron vé sy lién két cac khang thé dac

hiéu E2 khéc nhau bang cach su dung mién dich huynh quang.

Bang 5: Nhuom mién dich huynh quang gian tiép cho céc bién thé 14n trdn E2 da

lua chon v&i phép thay thé trong protein 12

Thé dotbién 12 | C16 CSE-NS3B | Al8Bommeli CSF-E2 |
~ SNT | duonglinh am tinh
- 16P1 7 ~duong tinh | 4m 11nh ]
25P3 duong inh | rdm tinh
60P3 o du’(;r;g tinh am tinh
12P5 | duongtinh |  amtinh
] 34p5 dudng tinh 7 duong tinh
50P5 7 dli’gr;gi‘lmh a am ‘tmh
5IPS | duongtinh | Amtinh
S5P6 duong inh | Amtinh
48P6 J duoﬁé tinh |  amtinh
59P7 Cdwongtinh | amtinh
- 60P7 duongtinh | Amtiph |
C- Stamm | duong tinh ducmg 11nh o
Alfort N w duong lmh | Wdu(mg) 11nh -

Trong hau hét cac truong hop, phép thay thé axit amin don trong epitop
TAV ¢6 kha ning cho ra ddu hiéu am tinh khi sir dung mién dich huynh quang véi
khéng thé Al18Bommeli. Bién thé 1an trén v6i hai su dot bién TAV (nhu B5/2)
cling thé hién cac két qua 4m tinh v6i ca khang thé A18Bommeli va A18C (Fig.2).

Bang 7: Nhuém mién dich huynh quang cho cac lan ciy chuyén cu thé cua

cac bién thé lan trén E2 khac nhau, thé hién ba phép thay thé trong epitop TAV

- Thédot |Al8ldexx| — Al8 Al8 | 303 211 | Cl6

bién B2 1:400 Bommeli Ceditest 1:100 1:100 1:90
1:250 1:500 |

1ep3 |- e ] .

Q7-P8 - - - - N .

o11-p7 |- |- ] i - e

$10-P8 - N |- 11 khuan lac | - .

ChingC |+ [+ e e | i
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T4t ca cac thé phan lap ra dugc thi nghiém déu thé hién d4u hiéu a4m tinh
cho cac ciy chuyén da lya chon cho nhudém A 18. Tuy nhién, ¢ 1an cdy chuyén thi 8
cla thé phén lap ra S10, co thé nhudm duoc mét khuan lac nhéd béng cach su dung
khang thé WII303. Diéu nay hd tro cho tinh én dinh cao cia céc phép thay thé
trong epitop TAV. Céc thit nghiém vé su 6n dinh khac dugc thue hién cho cac thé
phan lap ra Q7, S10 va O11, bang cach sir dung canh truong chai lan thém qua 10
lan ciy chuyén niva.
Bang 8: Su nhudm khac nhau cho cac lan cdy chuyén lua chon véi khang thé A18
(idexx va bommeli va WH303 (VI.A). Khéang thé dic hicu NS3 C16 (EURL) duoc

dung cho muc dich déi ching

Miu  |Q7-P10| Q7-P14 | Q7-P16 | S10- |S10-P14| S10- | O11- | Ching |Khang thé
P10 Pl6 | P10 | C
Idexx ] : - T wmEn e - | e | Idexx
Bommeli - - - - - - - +++ | Bommeli
WH303 | - ] ] i ] ] e [ wasos
C16 e . Ak | e PR | C16
Bertes s T il AT o = s
O11-P14 - - - A4+ - - - -
Ol1-PI6 | - | (hBEZ) | (B2 | 10 | - ] ) ]
Antikorper| Idexx |Bommeli | WH303 | Cl6

EZ = m6t sb té bao don ¢

O lan cay chuyén thtr 10, khdng ¢6 bién thé virut nao thé hién su hoi bién, vi
vay chi ¢6 thé nhuém bang C16. Bién thé Q7 am tinh bang Tét ca cac 14n nhudm
cho dén lan cdy chuyén tha 14, qua do trong lan cdy chuyén thtr 16 ciing khong thé
dugc phat hién ra v6i khang thé C16. Cac phat hién nay dugc xac nhan bing cach
st dung RT-PCR thém vao phuong thirc PCR giai trinh tu. Do d6 18 rang ring
khong c6 virut & 1an cdy chuyén thi 16, vi vy cling ¢6 thé loai trr duge 13i chy
chuyén. Tuy nhién mét s 1é bao ¢6 thé duge nhudm trong 14n cdy chuyén thir 14
va 16 cha thé phéan 1ap ra S10 bang cach st dung khang thé A18 (idexx). Bang thé
dot bién O11, thuc hién 16 lan céy chuyén truge khi mét s6 1€ bao don c6 thé duoc
nhudém béng cach str dung khang thé A18 (bommeli) va WH303. Cac két qua thé
hién tinh 6n dinh cao vé dic tinh huyét thanh hoc ctia vacxin virut nhu mé ta trong,

ban mo ta.
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Xdc dinh ddc tinh céc bién thé lan tron qua gidi trinh tw E1 va 12
Bang 9: Giai trinh tu cac thé phan lap ra sém thé hién phép thay thé trong epitop
TAV cua protein E2

Thddotbién |  Giditrinh twban ddu | Gidi trinh ty lin ciy chuydn
thr 10
48P6  Thay thé 6 vitri2870 |  Thay thé & vi tri 2870
2SNTPI Thay thé & vi trf 2870 Thay thé & vi tri 2870
59P7  Thay thé 6 viti2870 |  Thay thé & vi tri 2870
© 60P7 | Thaythéoviwi2870 |  Thay thé o vitri 2870 |
© 5P6b | Thaythé&viti2870 | Thay thé & vi tri 2870
D9 Thay thé & vi i 2870 |  Thay thé & vi tri 2870
E51 | Thaythé6viwi2870 |  Thay thé & vi tri 2870
152  Thay thé & vitri2870 |  Thay thé & vi tri 2870 |
16P1 | ‘Thaythé&vitri2870, | Thay thé & vi tri 2870, |
Thay thé ¢ vi tri 2122 Thay th¢ ¢ vi tri 2122

Phép thay thé & vi tri 2870 dugc giit lai trong tat ca cac thé phén 1ap ra sau
10 lan ciy chuyén, ma duong nhu rat én dinh. Diéu nay gitp dua ra két luan rang
khong c6 tac dong 16n dén ciu trac protein, dé su hdi bién nguoc trinh tu kidu dai

khong co loi.
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Bang 10: Giai trinh tu c4c thé phan 1ap v6i 3 phép thay thé trong E2 epitop TAV

Chuan

Thé dot Phép | Phép thay | Phép thay Thé dot bién 6n dinh
bién E2 | do thay thé | thé E1 thé E2
virut/ml | gRNS
116-P3 | 107 1649 2099 2862 (80%) | 116-P24
2122 2870 1649, (1657,1878)
2889 2122, 2870, 2889
3225
Q7-P8 | 10° 1649 2099 2862 Q7-P17
2122 2870 1649,2099,2122
2889 2862, 2870, 2889, 3225
3225
O11-P7 | 10° 1649 2099 2862 O11-P14
2122 2870 1649,2099.2122
2889 2862, 2870, 2889, 3225
3225
S10-P8 | 10° 1649 2099 2862 $10-P15
2122 2870 1649,2099.2122
2889 2862, 2870, 2889, 3225
3225

Céac thay doi trong trinh tu ctia cac thé phan 1ap ra O11, S10 va Q7 1a 6n

dinh cho tit ca cac lan cay chuyén thir nghiém (14-17).

Bang 11: Giai trinh tu cac thé phan lap ra Q7, S10 va O11 sau nhidu lan ciy chuyén

khéc nhau trong canh truong chai lan

Mau Q7-P10/Q7-P14|Q7-P16/S10-  [S10- [S10- |O11-P9O11- [O11-
P10 |P14 |P17 P14  |P16
Protein E1 [2099  |2099 |khong |2099 2099 |2099 |khong |2099 |2099
phat
hi¢n
2122|2122 |pagiai|2122 (2122 (2122 |khong [2122 [2122
trinh tu phat
hién
Protein E2 | 2862 | 2862 2862 (2862 2862 |2862 |2862
2870 2870 12870 |2870 12870 |2870 |2870
2889 2889 2889 (2889 (2889 |2889 |2889
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Tét ca cac lan cdy chuyén virut di giai trinh tu cta ba bién thé ¢ cac phép
thay thé trong protein 1 va 12 bi giam do 4p luc mifn dich. Lan cdy chuyén Q7
thtr 16 khong thé giai trinh tw duoc, ¢6 kha nang do khéng con virut trong phan
dich néi gidng nudi cdy té bao (xem trén day). Trong trudong hop xuit hién virut hdi
bién, dua trén cac phép nhudm khéc nhau trong Fig.2 khoéng thé loai trir duoc,
ching chi ¢6 thé duoce phét hién ra bang cach giai trinh tu 1a ty 1€ xac dinh. Tuy
nhién phan 16n cac virut khong hdi bién va van bi thay thé. Khong thé phat hién ra
céc virut hoi bién don 1¢ bing cach giai trinh tu.

RT-PCR thoi gian thuc ddc hiéu Q7

Dé phén biét gitra cac dong vat dugc chiing ngira va bi nhiém, sir dung hé
RT-PCR. Do epitop TAV dugc bao ton cao trong tat ca cac virut CSF, phép thay
thé trong epitop TAV duoc sir dung lam co s& cho cac doan mdi va dau do trong
thir nghiém PCR thoi gian thuec.

Bang 13: RT-PCR thoi gian thuc duoc sir dung dé kiém soat tai virut. Cac hé PCR
sau duoc st dung: CSF Mix 1 (dic hiéu CSFV, nhén ra tat ca cac chung), Q7-TAV
(dac higu cho cac bién thé) va hon hop TAV-ching C (c6 thé phat hién ra ching C

kiéu dai, véi do nhay rit thap). K&t qua duoe dua ra la gia tri Ct (chu ky ngudng).

Hemdu |Q7- |Q7- | Q7= |s10- |s10- |sio- |o11- o1l |o11-
P10 |Pl4 |Pl6 |P10 |Pl14 |P17 |P9 |Pl4 |Pl6

CSF 21,2 1204 | Khong |20,5 |19,2 |20,1 20,1 [|19,5 |20,1
Mix1 phat

hién
Chung C | 36,5 |35,7 | 37,8 349 31,2 30,2 358 |33,6 |33
TAV-
Mix

Q7-TAV [ 224 [219 (273 214 1209 |21  |209 |202 |216
RT-
PCR

Tai lugng virut duge xéac dinh bang cach st dung R1T-PCR thoi gian thuc.
Hé CSF-Mix 1 nhén ra tit ca cac chung CSFV va khong phan bi¢t dugc gilta chung

C ki€u dai va cac bicn thé lan tron moi. HE Q7-TAV nhan ra tat ca ba bién thé 1an
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tron mét cach cu thé. HHé TAV ching C chi nhén ra chiung C kiéu dai (khéng nhan
ra bién thé lan trén), bang gia tri Ct khoang 14.

Muic giam rat nho vé su khac biét o gia tri TCt gitta hé Q7-TAV RT-PCR va
hé TAV ching C vdi viée tang s6 1an cdy chuyén cho thiy bang chung rd rang vé
s6 hoi bién rat nho sau s6 1an cdy chuyén cao. Thong thuong, su khac biét gifta hai
h¢ vé gia tri 14 Ct thé hién ty 1& dot bién vai hdi bién khoang 1:8000, do do gia tri
Ct ctia 10 thé hién ty 1¢ 1a 1:1000.

Nghién cuu o dong vdt 27/09 — Thur nghiém dap vng mién dich ciia cdc thé dot bién
Riems chung C B5/2-P6 va 116-P2

Su chiing ngtra trong co duoc thuc hién véi 3 con lon con, do d6 mdi con lon
duoc nhén 2ml huyén phu virut (phan dich néi gidng nuéi cdy 1é bao). Nhom A
duoc xtr Iy v6i B5/2, nhom B duge xir ly véi 116 va nhom doi chiung duge xur Ly
v6i vacxin sot lon Riemser. Cac nghién ciru nay dua ra su phén tich dap tng mién
dich sau khi chung ngtra, thir nghiém céc dac tinh chi thi cho su chung nglra sau
dap ung mién dich bién ddi (ELISA) va thr nghiém céc déc tinh cua virut trong cac
dong vat dugc ching ngura (dac tinh on dinh di truyén va ddc tinh tai ban).

Su chuén do nguoc cac virut st dung cho ra cac két qua sau:
B5/2-P6:  Tai lugng virut 10" virut/ml

[16-P2: Tai lugng virut 10*” virut/ml

Sw dung nap cua dong vdt voi vacxin

Cac con lon dugce xt ly thé hién khong quan sat dugc cac tri¢u ching bénh
sau khi chung ngira (khong s6t hodc khong c¢6 triéu ching bénh). S6 lugng bach
cau khong tang trén mirc binh thuong trong 7 ngay dau tién sau khi chung ngira.

Virut khong thé phan l4p ra tr mau. ARN tach ra tir mdu mau sau khi chiing
ngira 4 ngay va 7 ngay duoc st dung dé phéan tich RT-PCR. Tuy nhién san phim
PCR khoéng pht hop dé giai trinh tu sau d6. Diéu nay thé hién ty 16 tai ban rat thap
cua virut trong dong vat.

Nghién ciru ¢ déng vit 06/10 - Thir nghiém cdc bién thé lan tron Q7, S10 va O11

Viée chuan do nguoc thé hién cac ndng do virut sau, ma duge dung trong

thtr nghi¢m:
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Q7-P8 104 KIDsy/ml

S10-P8 10%* KIDsy/ml
011-P7 10" K1Dso/ml
Vacxin sbt lon chung C 10%%° KIDso/ml

Sau khi ching ngira, khong thdy ¢6 su thay doi nhiét d6 co thé ciing nhu
khong c6 céc triéu ching s6t lon dién hinh.
Phdn tich lam scng sau khi cam nhiém

Bénh s6t dugce xac dinh khi nhiét d co thé >40°C trong it nhét hai ngay lién
tuc.
5 nhom thir nghiém:
Nhom 1 (5 con lgn): cac bién doi clia bién thé ching C Q7-P7 (10> KIDse/ml)
Nhom 2 (5 con lon): céc bién dbi ctia bién thé chang C S10-P8 (10>° KIDso/ml)
Nhom 3 (5 con lgn): cac thé dot bién cia bién thé ching C 011-P8 (10>° KIDso/ml)
Nhém 4 (3 con lon): vacxin s6t lon do virut Riemser (virut séng)
Nhom 5 (3 con lon): nhom déi chimg chua chung ngira

Trong nhom 1 phép do nhi¢t do tang roi rac gita ngay tha 3 va ngay thi 13
sau khi cam nhiém, tuy nhién didu nay khong anh hudng dén bat ky sy khong khoe
manh ¢6 thé nhin théy dugc nao khéc trong dong vat. Chi ¢c6 dong vat s6 4 thé hién
s6t trong 4 ngay.

Nhom 2 thé hién su tang nhict do roi rac trong 3 dong vat xu ly, trong dé
dong vat s6 9 thé hién su tang nhiét d dang ké.

Trong nhém 3 chi c6 dong vat s6 14 thé hién su tang nhiét do co thé cung
v6i s6t vao ngay thir 4 va ngay thir 5 sau khi cam nhiém.

Céc dong vat trong nhom 4 khong thé hién bi sdt, trong dé do duogc sy ting
nhiét d¢ trong 2 dong vat xu ly.

TAt ca cac dong véat trong nhém 5 thé hién bi st trong thoi gian gifta ngay
tht 2 va 7 sau khi nhiém. Do ¢6 céc triéu ching s6t lon dang ké, tat ca cac dong vat

trong nhom 5 déu bj giét sau khi nhiém bénh 7 ngay. Triéu chimg chung nhét 1a cac
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tdc dong dén hé than kinh trung vong (liét nhe va mét diéu hoa chan sau, tiéu chay,
viém mang két va mo mang). Mot dong vat thé hién ¢6 6 tu huyét trén da.

Virut khéng thé phan 1ap ra duoc tir nude mii cla céc dong vat da ching
nglra, do d6 cac dong vat dbi chimg khéng dugce ching ngua duge thtr nghiém
duong tinh sau khi nhiém 7 ngay.

Két qua RT-PCR cho cdc méu huyét thanh

Ké&t qua RT-PCR thé hién rang sau khi nhiém 14 ngay chi thu dugc cac du
hiéu rat yéu tir cac dong vat da chung nglra khi thu nghi¢ém trong su ¢6 mat cua
virut gdy bénh c6 hai. Tuy nhién, cac dong vat d6i chimg khong dugce chung ngtra
thé hién d4u hiéu duong tinh manh bang cac gia tri Ct duong 1a 30 hodc nhd hon
sau khi nhiém 3 ngay. Gia tri Ct tir cac dong vat khéng duoc ching nglra giam
Xuéng 17 sau 7 ngay.

Két qua RT-PCR tir nuGe miii

Két qua RT-PCR tir cac dong vat di chung ngira chi ¢6 am tinh. Tuy nhién,
cac dong vat d6i chimg khong duoc ching ngira thé hién diu hiéu duong tinh manh
bang céc gia tri Ct & gitta 25 va 28 sau khi nhiém 7 ngay.

Thir nghiém trung hoa virut bang CSFV Alfort

Thir nghiém trung hoa virut thé hién rang cac dong vat (ca dugc chung ngtra
hodc khong duoc ching ngira) ¢6 thé hién khang thé ma c¢6 kha nang trung hoa
virut doc hay khong. Tat ca cac nhom duoc ching ngtra déu thé hién khang thé
trung hoa sau khi ching ngira 21 ngay. Sau khi nhiém 7 ngay, tai luong thir nghiém
trung hoa virut voi Alfort 1a 640 NDs, hodc 1on hon, trong 141 ca cac nhom duoc
chung ngwra. Mot dong vat trong nhém dugc ching ngua O11 va mét dong vat
trong nhom déi chimg ching C thé hién tai luong 1a 480. Céc dong vat dbi ching
khong dugc chiing ngra thé hién khong c6 tai luong virut voi Alfort trong VNT.
Thir nghiém trung hoa virut (Virus neutralisation test: VNT) bang CSFV Rosrath
Xem Fig.3 cho VNT véi Rosrath ching CSEV.

Ba tuan sau khi ching ngira tit ca cac dong vat, ngoai trir mdt con trong
nhém S10 va mot con trong nhom O11, thé hién cac khang thé trung hoa. 7 ngay

sau khi gdy nhiém, néi chung cac dong vat da dugce ching ngira thé hién tai lugng

-31-



26455

VNT 14 640 hosc 16n hon. Tai luong thp nhat 1a 320, duoc thé hién & mot dong
vét trong nhom di ching ngira dot bién TAV. Cac dong vat dbi chimg khong duoc
chung ngira thé hién khong ¢6 tai luong trong VNT dbi véi Rosrath.

E2-ELISA (idexx)

E2-ELISA la kit ELISA c¢6 ban trén thi truong cho thir nghiém su c6 mat cua
s6t lon ¢6 dién. Trung binh, cac déng vat duoce ching ngira chung C thé hién két
qua duong tinh trong B2-EIISA sau khi chung ngua 21 ngay. Cac dong vat dugc
chung ngtra bang thé dot bién TAV ciing thé hién két qua duong tinh sau 7 ngay
trong idexx E2-ELISA. Nhom dbi ching khong duge ching ngira thé hién khong
thé phat hién ra khang thé sau khi nhiém.

Xem Fig.4 cho Idexx E2-ELISA véi huyét thanh lon.

Trong E2-ELISA, cac két qua cho thé dot bién TAV trude khi nhiém la
duong tinh, nhung khéng manh, trong khi sau khi nhiém céc két qua trd nén duong
tinh manh, ma thé hién hiéu qua ting cudong manh. Cac dong vat dbi chung da
chung ngira chang C thé hién duong tinh manh trong E2-ELISA trude khi nhiém.

Két qua vé cac dong vat duoc ching ngilra bang thé dot bién TAV ¢6 thé so
sanh v6i cac dong vat duoc ching ngira voi nhom déi chimg ching C. Su phan lap
virut sau khi nhi®m thé hién 4m tinh va két qua RT-PCR khong dang tin hoac
duong tinh yéu, ma ciing duoc thé hién trong nhém ddi ching chung C. Tét ca cac
dong vat thé hién tai luong cao trong thir nghiém trung hoa virut voi Alfort thém
vao Rosrath. Tat ca cac dong vat di chung ngira déu thé hién su bao vé hoan toan
chdng lai Koslov chang virut gay bénh sau khi chiing ngira trong co bbn tuén.
Nghién cuu o dong vat 24/10 — Thu nghiém cdc bién thé lan tron S10 va O11; sw
béo vé sau khi chung ngira qua duong uong

Pé thtr nghiém hiéu qua khi dung qua duong ubng, thuc hién thir nghiém
trén dong vat sau. St dung 15 con lgn con lam dong vat thi nghiém, tir 8 dén 10
tudn tudi (khoang tir 15 dén 20kg).

Liéu luong ching ngtra va thiét ké thir nghiém:
Nhém 1 (6 con lon): cac thé dot bién A bién thé ching C $10 (10° KIDsy/ml)
Nhém 2 (6 con lon): cac thé dot bién B bién thé chung C 011 (10* KIDsy/ml)
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Nhém 3 (3 con lon): nhém déi ching bi nhiém (chua ching ngira)

Nhom 1: Tét ca cac dong vat trong nhém nay déu dugce bao vé hoan toan
trude khi cam nhiém. Khong phét hién ra triéu chimg bi bénh. T4t ca cac dong vat
déu thé hién khang thé trung hoa, ma c6 thé phat hién ra bang ca tha nghiém VNT
va ELISA.

Nhém 2: Cac déng vat trong nhom 2 thé hién su pha trén gitta bao vé va
nhiém bénh. 2 dong vat thé hién cac tricu chimg bi bénh, nhu sbt cao va céac triéu
chimg sbt lon dién hinh khac. Cac dong vét bi anh hudng bi tiém thube cho ché.
Cac dong vat duoc bao vé thé hién khang thé trung hoa, co thé phét hién ra duoc
bang ca hai thir nghiém VNT va ELISA.

Nhom 3: Tt ca cac dong vat déu bi nhiém va déu thé hién triéu chung bi
bénh. Cac dong vat bi anh hudng bi tiém thude cho chét.

Nghién ciru su chiing ngira qua duong udng thé hién rang su chung ngira qua
dudng ubng, cu thé bang cach st dung thé dot bién S10, din dén bao vé ¢ hiéu
qua khoi sy nhidm. Thé phan 1ap O1 ciing thé hién cac két qua co loi, xét vé lidu
lugng chung ngtra dugc giam so véi lugng virut dua vao S10.
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YEU CAU BAO HO

1. Vacxin chi thi dé diéu tri du phong bénh sbt lon ¢6 dién bao gdm virut sét lon ¢d
dién séng giam doc dugc bién doi, khac biét & ch_&, trinh tu axit amin virut cua
cpitop TAV trong protein 112 chia trinh tu khac véi trinh tu trong virut st lon ¢6
dién kiéu dai, trong do trinh ty axit amin cua virut thé hién it nhat mot trong cac
phép thay thé sau day so véi virut “Riems” ching C:

- thay thé axit amin 830 bang valin,

- thay thé axit amin 833 v6i serin,

- thay thé axit amin 839 béng glyxin.
2. Vacxin chi thi theo diém néu trén, khac biét & chd, virut da bién dbi khong thé
hién cac trinh tu axit nucleic tai to hop.
3. Vacxin chi thi theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, khéac biét & chd, trinh
tur nucleotit ciia virut thé hién mét hodc nhiéu phép thay thé sau day so véi virut
“Riems” chung C:

- thay thé & vi tri nucleotit 2862 bang T,

- thay thé & vi tri nucleotit 2870 bang T,

- thay thé & vi tri nucleotit 2889 bing G.
4. Vacxin chi thi theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, khac biét & chd, trinh
tu axit amin cta virut thé hién mot hodc nhiéu phép thay thé sau diy so vdi virut
“Riems” chung C:

- thay thé axit amin 426 trong protein E*™ béng valin,

- thay thé axit amin 576 trong protein E1 bang histidin,

- thay thé axit amin 583 trong protein [{] bang axit glutamic,

- thay thé axit amin 951 trong protein 12 bang isoleuxin.
5. Vacxin chi thi theo diém bat ky trong 36 cac diém néu trén, khac biét & chd, trinh
tu nucleotit ctia virut thé hién mét hodc nhidu phép thay thé sau day so voi virut
“Riems” chung C:

- thay thé & vi tri nucleotit 1649 bing G,

- thay thé & vi tri nucleotit 2099 bang C,
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- thay thé & vi tri nucleotit 2122 bing G,

- thay thé & vi tri nucleotit 3225 béng T.
6. Vacxin chi thi theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, khac biét & chd, trinh
ty axit amin virut cda epitop TAV bao g&n trinh ty SEQ ID NO. 3 hoac SEQ ID
NO. 4.
7. Vacxin chi thi theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, khac biét & chd, trinh
tu nucleotit ctia virut bao gdm trinh tu SEQ D NO. 1.
8. Vacxin chi thi theo diém bét ky trong sé cac diém néu trén, trong dé vacxin nay
¢6 thé thu duoc béng cach tao ra cac bién thé virut 1an trén thude cac chung virut
sdt lon gdy bénh hodc da biét khac bang cach str dung ap luc khang thé.
9. Phuong phap san xudt ching vacxin virut sét lon ¢6 dién song giam doc duoc
bién dbi, t6t hon 1a theo cac diém tir 1 dén 8, bao géln budc tao ra bién thé 1an trdn
clia cac ching virut sot lon gy bénh hodc da biét khac bang cach st dung ap luc
khang thé.
10. Phuong phap theo diém 9, khac biét & chd, phuong phéap nay bao gdm:

- cay chuyén nhidu lan cac té bao, t&t hon 14 t& bao than cta phoi lon bi nhidm
virut s6t lon gay bénh, trong gidng nuéi cdy té bao, va

- sir dung dong thoi cac khang thé duoc dinh hudng chéng lai epitop TAV cuaa
protein E2 cta virut sot lon gay bénh va/hodc huyét thanh tho da duoc chung ngtlra
bang peptit CTAVSPTTLRTEVVK da dong.
11. Dugc pham chira vacxin chi thi theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8

va chit mang duogc dung.
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<400> 2
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<400> 3

Thr Ala Val Ser Ser Thr Thr Leu Arg Thr Gly Val Vval Lys

1 5 10
<210> 4
<211> 14

<212> PRT
<213> Flavivirus sp.

<400> 4

Thr Val Val Ser Ser Thr Thr Leu Arg Thr Gly Val Val Lys

1 5 10
<210> 5
<211> 14

<212> PRT
<213> Flavivirus sp.

<400> 5
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Fig. 1

Trinh ty nucleotit Q7/S10/011

SCACAGTAGTGAGUTUAACGACTOTGAGARCAGGAGTGGTARRGA

CGGGTGTCATAGAGTS
|lH||||l]||H||||||||||||||||||||||H||||||l|l||l||i|H|
2841 CGGGTGTCATAGAGTGCACAGCAGTGAGCCCAACGACTCTGAGRACAGAAGTGGTARAGA 2900

Trinh tw nuclectit ching C

B

Trinh ty axit amin Q7/510/011

TWVVSSTTLRTGVVE

LI T T

TAVSPTTLRTEVVK

Trinh ty axit amin ching C
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Fig. 2

C16 CSF-NS3B & | A18Bommeli CSF- | Ai8Ceditest CSF-| HC34 CSF E2 &
Maus 1:160 E2 & Maus 1:250 E2 & Maus 1:500 Maus 1:80

Alexa 488 1:1000 Alexa 488 1:1000 Alexa 488 1:1000 Alexa 488 1:1000
ek = ‘ : & FReE 3 7 = T T

C16 CSF-NS3B & A18Bommeli CSF-| A18Ceditest CSF-| péi ching am
Maus 1:100 Alexa EZ & Maus 1:250 E2 & Maus 1:500
488 1:1G00 Alexa 488 1:1000 Alexa 488 1:1000
TR - 4 i T
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Thr nghiém trung hoa virut bang Rosrath clia chiing CSFV

100 -

10

N N

Gy EL

Odpv 14dpv 21dpv 28dpv 3dpi
Ngay thi&r nghiém

——Q7 —8—S510 —— O11 —@— Chung ¢ —¥— Déi chimg am

-43-

7dpi



Ty 1& trc ché theo %

26455

Fig. 4
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