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(54) CHE PHAM VACXIN CHUA HYDRAT CACBON LIEN KET VOI CHITOSAN
VA KHANG NGUYEN VI KHUAN
(57) Sang ché @& xuét ché pham vacxin chira chat phu tro chtra chitosan duogc lién két
ngang voi aldehyt hodc chitosan dugc manosyl hoa. Sang ché con dé cap dén cac phuong
phap diéu ché cac chat phu trg, cac phuong phap két hop hoic lién két cac chat phu trg véi
cac khang nguyén. Sy két hop chat phu tro-khang nguyén co thé dugc str dung trong cac
ché pham vacxin va cac ché phim vacxin nay co thé duoc str dung trong cac phuong phap
dé chung ngira cho dong vat khang lai ngudn khang nguyén nay hodc dé ting cuong dap
g mién dich & dbi tuong.
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cp

Sang ché dé cép dén cac ché phdm phu trg chira chitosan lién két ngang voéi
aldehyt hodc chitosan dugc manosyl hoa, phuong phap bao ché ché phdm phu trg nay va
ché phdm vacxin chtra ché phdm nay.

Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Chét phu trg 1a chét c6 tac dung duoc ly hoic mién dich ma cai bién tac dung cta
chit khac, nhu thudc hodc vacxin. Céc chat phii trg thudng duge dua vao trong vacxin dé
lam tang dap tng mién dich & dbi twong nhan ddi voi khang nguyén duge cung cép. ddng
thoi gift cho cac nguyén li€u ngoai sinh duogc tiém vao & mic t61 thidu.

Ban than cac chit phi tro khong tao ra tinh mién dich. Céc chét phu trg c6 thé tac
dong theo nhiéu cach khac nhau khi trinh dién khang nguyén véi hé mién dich. Cac chét
phu trg c6 thé 6 tac dung 1am ngudn chira khdng nguyén, trinh dién khang nguyén trong
mot thoi gian dai, do d6 chung t81 da hoa dap tng mién dich trude khi co thé dao thai hét
khang nguyén. Cac vi du vé chit phu trg kidu ngudn chira 1a nhil twong dau, gidng nhu
chét phi trg Freund. Céc chét phu tro cling c6 thé tac dong nhu 1a chét kich thich 1am cho
co thé huy dong va khuyéch dai dép ung mién dich cua co thé. Vacxin phong bénh ubn
van, bénh bach cau, va ho ga, vi du, chita lugng nho6 doc td dugc tao ra boi cac vi khuén
mong mudn néu trén, ngoai ra con chira nhdm hydroxit. Cac mudi nhém 13 cac chét phu
trg phd bién trong vacxin duge ban & My va di dugc dung trong vacxin trong hon 70
nam qua.

Chitosan 1a polysacarit thing dugc cdu thanh tir cic D-glucosamin lién két B-1,4
(don vi dugc loai nhom axetyl) va N-axetyl-D-glucosamin (don vi dugc axetyl héa) dugc
phan bb ngiu nhién. N6 dugc tao ra bang cach xir Iy v6 tom va céac loai vo cua cac loai
giap xéc khac bang kiém natri hydroxit. Chitosan d& dugc st dung lam chit mang cho ca
vacxin ding qua duong miéng 14n vacxin dung duéi da véi mirc do thanh cong nhét dinh.
Do d6, cac tac gia sang ché dé xuét cac ché phdm chira chét phil trg dua trén chitosan ma
1a chit phu trg hoat dong t5t hon so v&i cac chit phu trg nhom duge st dung theo truyén
théng. Cu thé, cac chét phu tro dua trén chitosan dugc dé xuét trong sang ché kich thich

dép tng IgA hi€u qua.
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Ban chit ky thuit clia sing ché

Muc dich cta sang ché 1a d& xuit ché phim pht trg, ché phim vacxin chta ché
phim phi trg nay. Cu thé, chitosan va khang nguyén c6 thé duoc lién két ngang sir dung
aldehyt. Theo mdt khia canh, sdng ché dé xuét ché phém chira 0,5% dén 2% chitosan lién
két ngang v&i aldehyt va khang nguyén. Nong d6 cudi ciing ctia aldehyt trong ché phim
vacxin nhé hon 0,5%.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit ché pham phi trg chira chitosan lién két vé6i
hydrat cacbon dé tao ra bazo Schiff. Ché phdm phi trg c6 thé duge két hop véi khang
nguyén. Hydrat cacbon c6 thé 12 manoza.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét cac ché pham vacxin. Céc ché pham vacxin
c6 thé chtra cdc ché phdm phu trg dugc dé xuét & day va khang nguyén. Cac khang
nguyén co thé c6 ban chit 1a protein hodc vi sinh vét, cac vi sinh vt thich hgp bao gém
vi khuén, nAm men, hodc cac loai nim khéc, c4c ky sinh tring nhan chudn va céc virut va
ching c6 thé dugc lam giam ddc luc, tai to hop, giét hodc theo cach khac, dugc bét hoat.

Theo khia canh khéc nita, sang ché d& xuét phuong phép bao ché cac ché phdm
phu trg va phuong phdp san xuit ché pham vacxin. Chitosan dugc hoa tan trong dung
dich axit axetic, va khang nguyén duoc bd sung vao chitosan da hoa tan. Cubi cing,
khang nguyén va chitosan duoc két hop véi aldehyt sao cho ndng do cudi clng cla
aldehyt ndm trong khoang ttr 0,02% dén 0,5%. Dung dich dém Tris c6 thé duoc bd sung
vao ché phim phu trg dé tiéu thu hét cc aldehyt tw do va tao ra ché phdm phu tr¢ 6n dinh
hon.

Ché phim pht trg dva trén chitosan c6 thé 12 chitosan lién két ngang véi aldehyt
hodc chitosan lién két véi hydrat cacbon.

MG ta vin tiit cdc hinh vé

Fig.1 1a d6 thi thé hién dép ung cua khang thé IgG khing B-galactosidaza & céc
con ga tay sau khi ching ngtra 1n ddu va ching ngira ting cudng bang ché pham vacxin-
chét phu trg d& néu. Cac ky tu khic nhau thé hién céc khac biét c6 y nghia (p<0,05).

Fig.2 1a d thi thé hién dap tmg ctia khéng thé IgG khang Clostridium septicum &
cac con ga tay sau khi ching 14n déu va chiing tdng cudng bing ché phim vacxin-chat

phu trg d3 néu. Céc ky tu khac nhau thé hién cac khéc biét c6 y nghia (p<0,05).
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Fig.3 12 bd db thi thé hién dép tng cua khang thé IgG (Fig.3A) va IgA (Fig.3B) ¢
céc con ga vao cac thoi diém khac nhau sau khi chiing ngira va chung ngira ting cuong
bing ché phdm vacxin cum gia cAm vecto Bacillus-chét phu trg di néu.

Fig.4 1a d thi thé hién mtrc khang thé IgG khang Salmonella sau khi ching ngira
1in dAu va chung nglra ting cudong bang ché phdm vacxin-chét ph trg dd néu duge do
bang céach st dung thir nghiém ELISA canh tranh. Cac ky tu khic nhau thé hién su khéc
biét c6 y nghia (p<0,05).

Fig.5 1 db thi thé hién muc khéng thé IgA khéang Salmonella sau khi chung ngira
1dn diu va ching ngira tang cudng bing ché phim vacxin-chét phi tro d3 néu duge do
bang cach sir dung thir nghiém ELISA canh tranh. Cac ky tu khac nhau thé hién cac khac
biét c6 y nghia (p<0,05).

Fig.6 12 b dd thi thé hién mirc khang thé IgG (Fig.6A) va IgA (Fig.6B) khang vi
khudn Salmonella sau khi chung ngira 1an diu va chiing nglra téng cudng bing ché phdm
vacxin-chét phu trg da néu dugc do béng cach st dung thit nghiém ELISA canh tranh.
Céc ky tu khac nhau thé hién cac khéc biét ¢6 y nghia (p<0,05).

Fig.7 1a @6 thi thé hién ty 1& phan tram phuc hdi ctia Salmonella trong gan va la
lach (L/S) hoic c4c hach manh trang (CT) vao ngay thir 22 sau khi chung ngira lan dau
(ngdy thir ba sau khi gdy nhiém). Quy trinh chung ngira 13 gidng vé6i quy trinh dugc sir
dung trén Fig.6 vaa * thé hién P< 0,05.

Fig.8 1a dd thi thé hién mirc khang thé IgA khang Salmonella vao ngay thir 22 sau
khi chiing ngira lan dau va chiing ngira ting cudng (ngay thir 12) bang ché phdm vacxin-
chét phii trg d4 néu qua céc duong stir dung da néu nhu do duoc bang thir nghiém ELISA
canh tranh. Céc ky tu khac nhau thé hién cac khac biét c6 y nghia (p<0,05).

Fig.9 1a db thi thé hién d4p Gng mién dich IgG khang Salmonella sau khi ching
nglra cho céc con ga con bing ché phim vacxin-chét phu trg dd néu nhu do dugc bang
thtr nghiém ELISA canh tranh. Céc ky tu khac nhau thé hién cac khac biét c6 y nghia
(p=<0,05).

Fig.10 12 dd thi thé hién dap tng mién dich I[gGA khang Salmonella sau khi chung
nglra cho céc con ga con bing ché phim vacxin-chét phu trg di néu nhu do dugc bang
thir nghiém ELISA canh tranh. Céc ky tu khéc nhau thé hién cac khac biét c6 y nghia
(p=<0,05).
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Fig.11 12 d thi thé hién dap tmg mién dich IgG khang Bordetella avium sau khi
chung ngira cho ga tay lidu don ngoai dudng tidu hoa bang ché pham vacxin-chat phti trg
d3 néu. Céc ky tu khac nhau thé hién cac khéc biét c6 y nghia (p<0,05).

Fig.12 14 dd thi thé hién dép tng mién dich IgG khang Bordetella avium sau khi
ching ngira dudi da bang ché phdm vacxin-chit phi trg da néu & ga tdy méi no 1 ngay
tudi sau d6 st dung nudc ubng chira clng ché phdm két hop vacxin-chdt phu trg vio
ngay thr 14. Dap Gng nay dugc do vao ngay 21. Cac ky tu khac nhau thé hién cac khac
biét c6 y nghia (p<0,05).

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén cac chét phi trg bao gbm chitosan, cic ché phim vacxin chira
cac chét phu trg nay, phwong phap didu ché cac chit phu trg va phuwong phép st dung cac
chét phu trg va céc ché phém vacxin nay. Tém lai, hé chét phu trg méi c6 thé dugc st
dung trong cac phuong phap twong tu voi cac chét phu trg khac nhu cc chét phu trg
dugc sit dung ngoai dudng tiéu hoa (tiém) dugc md ta & ddy. Phén tir bazo bao gdm
chitosan, 1 dang d3 dugc loai nhom axetyl cua chitin, 1a b xwong ngoai cia nhiéu dong
vét khong c6 xuong sbéng (t6m, cua, con tring, v.v..). Chitosan dugc coi 1a hop chit da
dugc cong nhan 13 an toan (generally recognized as safe - GRAS) va dugc dung cho viée
giam can, giam cholesterol, chimg mAt ngu, va ting cudng chirc nang cia than. Chitosan
cling dugc dung lam chét phu trg dugc st dung v6i nhiéu vacxin khac nhau dung qua
niém mac (Jabbal-Gill ef al, 2012), nhung céc chitosan dugc mo ta ¢ day la mdi va co
chure nang tét hon so véi chitosan truyén théng nhu duge thé hién trong cac vi du.

Chitosan-protein lién két ngang véi formaldehyt va chitosan lién két vé6i hydrat
cacbon tao ra chét phu tro dic trung dé phan phéi cac khing nguyén trong vacxin qua
duong miéng hoic ngoai dudng tiéu hoa. Chitosan di dugc s dung lam chit mang cho
ca vacxin dung qua dudng miéng va dudi da. Trong mot s6 ché phdm, khang nguyén nay
lién két ddng hoa tri v6i chitosan nhd xir ly bang formaldehyt. Trong mot s6 ché phdm
khac, hé phu trg dugc cdi thién bing cach bd sung hydrat cacbon (manoza, fucoza, va
galactoza) lién két v6i chitosan, cho phép gin dich céc thy thé manoza trén céc té bao
trinh dién khang nguyén, do do6 ting cuong dap Ung mién dich véi phtrc hgp chitosan-
khang nguyén. Ca chitosan-protein lién két ngang véi formaldehyt va phitc hop chitosan

protein dugc manosyl hoéa, tao ra dap ung mién dich ting cuong bing c4 dudng phin phéi
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ngodi dudng tiéu héa va dudng miéng (hodc niém mac khac), ma dic trung cho vacxin da
bi bat hoat.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuét ché phim chét phu trg chtra hydrat cacbon
duoc lién két véi chitosan dé tao ra bazo Schiff. Chét phu trg ny c6 thé dugc két hop v6i
khang nguyén. Hydrat cacbon cé thé 12 manoza, manobioza, glucoza, galactoza hodc
fructoza. Céc hydrat cacbon thich hop khac ¢6 thé duge st dung. Khong rang budc boi ly
thuyét nay, hydrat cacbon dugc bd sung vao chitosan vi myc dich gin dich chitosan dén
thu thé cua cac hydrat cacbon nay trén bé mit cta cac té bao trinh dién khdng nguyén.

Hydrat cacbon-chitosan duge sir dung ¢ ddy dugc tao ra nhu dugc md ta day du
hon trong céc vi du dugi ddy. Phuong phép cla céc tic gia sang ché dua trén phuong
phép cua Jayasree (Jayasree et al., 2011) stt dung hydrat cacbon vong méd cd nhom
cacbonyl sidn c6 phan tng v6i nhém amino trén chitosan dé tao ra bazo Schiff. Bazo
Schiff nay c6 thé duge lam én dinh bang cach khu bang natri xyanobohydrua
(NaCNBHy4). Céc tac gia sang ché da chi ra ring budc khir 12 khong can thiét dé 1am ting
kha ning gy mién dich trén Fig.6 trong d6 dang dugc khtr (Man-C V1) dugc so sanh véi
dang khong dugc khtt (Man-C V2) cia chitosan. Dang khong dugc khir tao ra dép Gng
IgA tdt nhét, do d6 mdi dang nay c6 thé dugc st dung. Ngoai ra, dang khong dugc khu
cda chitosan dugc manosyl hoéa khong can bd sung héa chét doc hai NaCNBH3). Tém
lai, hydrat cacbon, thich hop la manoza (10pM), dugc hoa tan trong natri axetat 0,1M, do
pH=4,0 & 60°C trong 2 gi® va chitosan (0,2-2%) dugc hoa tan trong axit axetic 1,5%.
Manoza da hoa tan va chitosan da hoa tan sau d6 dugc két hop lai va G & nhiét do phong
dé cho phép nhém amin trén chitosan phan tng véi cacbonyl trén dudng dé tao ra bazo
Schiff. Bude khit bazo Schiff 1a khong can thit déi v6i chét phi trg dé thuc hién chire
niing va thyc vay, cac vi du cho théy bazo Schiff khong khir 1a chét phu trg t&t hon (xem
Fig.6). Theo cac phwong 4n khac, bazo Schiff c6 thé duoc kht.

Theo phuong an khac, chitosan va khang nguyén c6 thé dugc lién két ngang sur
dung aldehyt. Theo mot khia canh, ché phdm chira 0,5% dén 2% chitosan lién két ngang
véi aldehyt va khang nguyén. Ché pham vacxin cudi cing thich hop néu chira tir 0,5 dén
1,5% chitosan. Chét phu tro ¢ thé chira tir 0,5% dén 3% chitosan, thich hop 1a tir 0,5%
dén 2% chitosan, thich hop 1a tir 0,5% dén 1,5% chitosan, thich hop 1a tir 0,5% dén 1,2%
chitosan. Nong do cubi ciing cua aldehyt trong ché phim vacxin thich hop 1a nhé hon

0,5%. Nong do t6i da cua aldehyt dugc tinh dya trén muc ndéng do t8i da ctia aldehyt du

-6-
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dugc cho phép trong vacxin. Muc aldehyt cao hon ¢é thé duge str dung dé lién két ngang
chitosan, nhung ché phim vacxin cubi ciing thich hop néu chta it hon 0,5% aldehyt.
Trong cac vi dy, formaldehyt dugc sir dung lam aldehyt dé lien két ngang chitosan. Céac
aldehyt khac, nhu formalin, glutaraldehyt, axetaldehyt, propionaldehyt, hodc
butyraldehyt, cling c6 thé duge st dung. Céc aldehyt lién két ngang cac nhom amino trén
chitosan véi cac nhém amino trén cac phén tir chitosan khac hodc trén cac khang nguyén.

Phuong phép san xuit ché pham vacxin chita chitosan lién két ngang véi aldehyt
va khang nguyén cling duoc dé xuét & day. Phuong phép nay bao gbm hoa tan chitosan
trong dung dich chira axit axetic. Chitosan da lién két voi hydrat cacbon ciing ¢6 thé dugc
str dung 1am chitosan trong phuong phap nay. Thich hop néu axit axetic dugc st dung &
ndng do cudi cing 1a 1,5% trong nudc hodc trong 15mL axit axetic hoa tan trong 1L
nuée. Thich hop néu lwong chitosan ndm trong khoang tr 0,5% dén 2%, thich hop la tir
0,5% dén 1,5%. Khang nguyén dugc bd sung vao chitosan da hoa tan ¢ mic thich hop.
Luong va dang khang nguyén duoc sir dung trong cac ché phdm vacxin c6 thé duoc xéic
dinh bdi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc. Cudi cung, khang nguyén va
chitosan dugc két hop véi aldehyt sao cho ndng do cubi cling ctia aldehyt nim trong
khoang tir 0,02% dén 0,5%. Aldehyt c6 kha ning lién két ngang hoa hoc chitosan vdi cac
phén tir chitosan khac va chitosan v6i khang nguyén. Tris-HCl co thé dugc bd sung vao
dé tiéu thu hét cac aldehyt tu do. Dung dich Tris ¢6 thé dugc bd sung dén ndng dd cudi
cung 1a 0,5g/L.

M3i ché phdm phu trg duge md ta & day c6 thé dugc két hop voi cac phén tir ting
cuong, bao gém nhung khong chi gigi han ¢, saponin, cac thu thé giéng thu thé toll, tiéu
don vi B cta doc td vi khuén, cac doc t6 vi khudn, bién doc td udn van, motif CpG, céc
liposom hodc monophosphoryl lipit A. Thich hgp néu cac phan tit ting cuong dong vai
trd 1am cac chat kich thich bd sung cho hé mién dich va ting cuong dap tng mién dich
duoc tao ra sau khi st dung ché phdm vacxin cho d6i tuong.

Céc ché phdm vacxin dugc dé xult ¢ day chtra cac chét phu trg dya trén chitosan
dugc md ta & day va cac khang nguyén. Cac khang nguyén ¢ thé 1a khang nguyén bét ky
6 sin dbi v6i ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thudt nay. Céac khang
nguyén nhu protein, cic peptit tbng hop, cac peptit dugc dung hop voi cac chit mang,
hodc cac vi sinh vat ¢ thé duoc st dung trong vacxin ndy. Céc vi sinh vat bao gbm vi

khuén, nAm men, cac ky sinh tring, nam, virut, giun san hoidc cac sinh vit gdy ra bénh
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khac. Céc vi sinh vat bao gdm sinh vét séng, da chét, giam doc luc, tai t& hop, hogc bi bét
hoat. Céc vi du vé céc vi sinh vt bao gdm, nhung khong chi giéi han &, Salmonella,
Escherichia, Shigella, Bordetella, Clostridium, Mycoplasma, Staphylococcus,
Streptococcus, Bacillus, Influenza, va Eimeria. Céc vi sinh vat co thé duoc bat hoat hoic
gibt trude khi sir dung bang cach xir Iy bang nhiét, metanol hoic cac chét kim ham khac
nhu formaldehyt hodc cac aldehyt khic. Cac aldehyt co thé dugc tidu thu hét bang cach
bd sung tiép Tris-HCl dén ndng do cubi ciing bang 0,5g/L. Céc khang nguyén thich hop
c6 thé cling bao gdm cac khing nguyén peptit nhu Influenza M2e, Hemaglutinin,
Neuraminidaza, hodc céc protein nhin; Eimeria TRAP hodc MPP; Clostridium sialidaza,
SagA, doc td alpha, doc t6 NetB, hoac protein van chuyén sit. Cac vi du vé cac khang
nguyén peptit khac co thé dugc tim thdy, it nhit trong don yéu cdu cdp patent My sd
12/441,851; 12/740,631; 12/740,608; 13/574,504; va 13/702,827, tht c4 cac don ndy dugc
dua vao diy bang cach vién din. Céc chét phu trg dua trén chitosan c6 thé duoc sit dung
dé 1am ting dap tng mién dich dbi véi vacxin da c6 sdn hodc vacxin méi phat trién hoic
vacxin tu sinh.

C6 hai cai tién déng ké dbi v6i viéc ching ngira theo sing ché. Thtt nhat, khi
chitosan cai bién dugc sir dung ddng thoi véi vacxin bét hoat bing dudng ngoai duong
tiéu hoa thi cac tac gia sang ché quan sat thdy dép tmg mién dich la tdt hon dap ng mién
dich quan sat dugc d6i véi cac chét phu trg khac, nhu nhdm, voi phan ung tai chd tiém 1a
t6i thiéu. Nhiéu chét phu tro hoat déng bang cach giy ra dap Gng viém & vi tri tiém hodc
lam cham qua trinh hép thu tir vi tri tiém hodc ca hai. Mot trong s6 cac nhuoc diém cia
cac chit phu trg truyén théng 1a ching thudng gy ra phan tng nhét dinh, dau nhirc, va
trong mot sb trudng hop ching gy thuong tdn 1au dai, lam gidm tht hang hodc phai cit
b6 cac dong vat nudi 14y thit khi giét md. Chitosan cai bién c6 thé lam gidm céc vén dé
phat sinh lién quan dén viéc stt dung chét phi trg vacxin khac. N6 ¢6 chi phi san Xuét ré
va d& dang dwa dugc vao vacxin thuong phim.

Ngoai ra, cac dap ng mién dich ciing dugc tang cuong khi cac khang nguyén chét
c6 mit dong thoi qua dudng miéng bing dng thong tir miéng vao da day hodc dua vao
nuée udng. Pidu nay thuc su quan trong d6i v6i cac vat nudi - nhét 1a gia cam, do viée xtr
Iy dé tiém ngoai dudng tiéu hoa thudng rat tdn nhan coéng va 1am cho cic con chim va céc
dong vat khac s¢ hdi. Ngoai trir cac gia cAm chuyén dung dé gay gidng, con lai viéc st

dung vacxin di bat hoat cho gia cAm thudng 13 rat dét do chi phi st dung. Kha nang phén
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phéi vacxin qua dudng miéng 1am thay dbi cach thirc c6 thé ching ngira cho dong vat. Co
hai wu didm chinh cua vacxin séng (dugc goi 14 vacxin sdng cai bién hozic vacxin gidm
doc luc) khi st dung v6i quy mé 16n. Pau tién 13, c6 thé ap dung quy md 16n bang cach
st dung cho nudc udng hoic phun. Thir hai, vacxin séng nay ciing tao ra tinh mién dich &
niém mac khu tra (dudong hd hdp va dudng rudt, noi ma phan 16n cac mam bénh giy
nhiém). Nhu vay, vacxin chét hodc vacxin séng déu c6 thé phong ngira duge bénh nhung
vacxin sdng vé mit lich sit thuong hidu qua hon trong viéc ngan ngira bénh nhiém tring
thuc té va do do, ching dugc uu tién hon.

Vacxin chét ¢6 vu diém 16n 1a ching c6 thé duge san xuét nhanh chéng véi nguy
co 1y nhiém va gy bénh rit thip, va chiing khong c6 kha ning thay d6i v& mat di truyén
trg vé typ bd me giy bénh, va ching c6 cac vAn d& v& quan Iy it hon nhiéu do céc ly do
ndy. Tuong tu, c¢6 sb lugng céc bénh md cbi (bénh hiém gip hoic bénh phd bién nhung
chua dugc phét hién ra) rit 16n va phat trién chua timg c6, day 1a cac bénh chua da phd
bién dé cong ty vacxin phat trién vacxin da dugc cip phép /lixing, va trong ludt cia M¥
(va nhidu qudc gia khéc) cling c6 cac didu khoan quy dinh viéc san xuét vacxin “tu sinh”,
cu thé 13 dugc san xuét tir madm bénh quan tdm, di bi giét, va dugc st dung trén cac quén
thé ngudn (quin thé déng vét hodc ngudi). Tai cac nude dang phat trién, cac bénh md cdi
X4y ra, cin c6 vacxin ma qu dit d& mua dugc hodc k¥ thuat cta ho khong thé san xuAt
mdt cach nhanh chong va tai chd, du dé giai quyét bénh dich. Cac chét phu tro duge sang
ché d& xuét co thé chip nhan dugc va vé mit cong nghé chung duge san xuét dé dang.
Chung co thé két hop dé dang véi vi sinh vat da bi giét hoidc bi bt hoat dé tao ra vacxin.

Mot sb tmg dung tiém ning cho cong nghé dugc md ta & day 1a san c6. Dap tng
toan than dbi v6i vacxin chét c6 thé duogc cai thién bing cach két hop chitosan cai bién
dudi dang chét phi trg dé tiém. C6 thé ngan ngira mot s6 bénh bang céach sit dung qua
duong miéng vacxin chét ¢6 nén 1a chit phi trg nay. Nén chét phu tro nay khi duge st
dung qua duong miéng, co thé dugc hudéng dich dé kich thich dap tng toan than va/hodc
dap ing niém mac — nghia la né co6 nhidu vu diém cua vacxin séng nhung loai b dugc
céc vAn d& cta vacxin séng dugc md ta & trén.

Céc chit phu tro va cac ché phdm vacxin dugc md ta & day co thé dugc két hop
v6i cac chit mang dugc dung khac. Chét mang dugc dung 1a chit mang bat ky thich hop
dé str dung in vivo. Céc vi du vé céc chat mang dugc dung thich hop dé sir dung trong cac

ché phém bao gém, nhung khodng chi gidi han &, nuéce, cac dung dich dém, cac dung dich
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glucoza, céc dich nudi cdy nén dau hoic dich nudi cdy vi khuan. Céc thanh phan khéc ctia
cac ché phim nay c6 thé thich hop bao gdm, vi du, cac td dugc nhu cac chit 1am 6n dinh,
cac chit bao quan, cac chét pha lodng, cac chét nhii héa va cac chét 1am tron. Cac vi du
v& c4c chit mang dugc dung hodc cac chét pha lodng bao gdm c4c chét 1am 6n dinh nhu
hydrat cacbon (vi du, sorbitol, manitol, tinh bdt, sucroza, glucoza, dextran), cic protein
nhu albumin hodc casein, cic chat chira protein nhur huyét thanh bd hoic sita gly hoic
cac chit dém (vi du, dém phosphat). Nhét 12 khi céc chat 1am on dinh nay duogc bd sung
vao cac ché phim, ché phdm nay thich hop dé lam dong kho hodc sdy phun. Ché phim
nay ciing ¢6 thé dwoc nhii hoa.

Céc ché phim duoc mo ta & ddy c6 thé ciing duoc két hop véi cac duge phdm
khac va céc ché phdm nay co thé duoc sir dung tudn ty, déng thoi hodc dudi dang ting
phén ctia mot ché phdm duy nhét. Hai ché phdm nay c6 thé dugc st dung sao cho mot
ché phdm duoc st dung trudce ché phdm con lai vé6i thoi gian sit dung cach nhau 1 gid, 2
gio, 4 gio, 8 giv, 12 gio, 16 gio, 20 gio, 1 ngay, 2 ngay, 4 ngay, 7 ngay, 2 tuén, 4 tuin
hodc 1au hon.

Luong hitu hiéu hodc lugng c6 tidc dung didu tri cua cac ché phém vacxin nhu
duge st dung & day chi lugng ché phim ma, khi dugce st dung cho d6i twong dé ting
cudng dap tng mién dich cla ddi twong nay v6i bénh mong mudn, c6 kha ning lam ting
dap tng mién dich, nhu dap ing mién dich qua trung gian té bao hodc qua trung gian
khang thé dé han ché kha ning tir vong hodc ty 1& nhiém bénh do nhiém tring hodc phoi
nhiém vé&i bénh quan tim. Thich hop, néu dap tng mién dich dugc ting cudng dén mirc
sao cho viéc st dung nay la da dé tao ra hiéu qua diéu tri hoic ngan nglra su tu vong do
bénh hoic ty 1& nhiém bénh.

Luogng c6 tac dung diéu tri s& thay dbi phu thudc vao vacxin, cong thirc hodc ché
phém, bénh va murc do trAm trong cua bénh, va do tudi, can ndng, tinh trang thé chat va
tinh dép ung cua ddi twong. Vi dy, mtc khang thé duoc tao ra dap tmg véi viée chung
ngira ¢6 thé ting gip hai 13n, ba 14n, bdn 14n hogic nhidu hon bing céch dwa vao chit phu
trg duge mo td & diy so voi viée sit dung cing khang nguyén ma khong dung chét phu
trg hodc dung nhém lam chit phu trg. Dép tmg mién dich dugc ting cudng cd thé 1a dap
ung IgA, hodc dép ung IgG. Chét phu trg ciing c6 thé 1am giam ty 1& nhiém hodc tir vong
do tinh trang 13y nhiém sau d6. Nhu dugc thé hién trong céc vi du, viéc st dung céc chét

phu trg dugc md td & day két hop véi khang nguyén c6 thé 1am giam tdc d6 1y nhi€m
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sau d6 hodc mirc do nghiém trong cta viéc 14y nhiém tiép vi sinh vat ma khang nguyén
ndy tao ra dap tmg mién dich cho né so véi viéc chi ching ngira bang mdt minh khang
nguyén hodc ching ngira bing khang nguyén va chét phu trg khic. Mtc do trdm trong
cla viéc 1ay nhiém c6 thé dugc xac dinh bing kha ning clia vi sinh vat trong viéc xam 14n
mo ngoai vi tri di vao, sao chép va/hodc tdn tai dai ding trong sinh v4t theo thoi gian,
hodc gy tir vong hodc giy ra nhiém bénh. Céc dong vat da chung ngira, sau do, c6 thé bi
nhi®m mam bénh. Trong cic trudng hop nay, sy phat trién cta mam bénh & d6i tuong sau
khi gay nhiém giam it nhit 1 logio, 2 logio hodc thim chi 1a 3 logio & cac dbi tugng dugc
stt dung vacxin theo sang ché so v6i cac ddi twong st dung ddi ching.

Ché phdm duge mé ta & day c6 thé duge sir dung bing cach thirc bat ky da biét déi
v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy, bao gbm nhung khong chi gi¢i han
&, qua duong miéng, trong mili, trong mang bung, ngoai dudng tiéu hoéa, trong tinh mach,
trong co, dudi da, qua mili hong, hodc hép thu qua niém mac. Do d9, cac hop chét nay c6
thé duoc bao ché dudi dang ché phém tiéu hoa dugc, phun duge va tiém duge. Vi du,
viée st dung qua duong miéng c6 thé can phai bd sung vao nuéc udng, phun vao thuc
phém, phun 1én dong vat, (nhu ga hodc ga tdy ma s& tiéu hoa vacxin da phun khi ching
1iém 16ng). Cac dbi tuong nay cé thé 1a dong vat c6 vu, bao gdm ngudi, bo, lon, méo,
cho, hodc cac vat nudi khac hodc cac loai dong vat khong phai dong vat c6 vi nhu gia
cAm, nghia 13, ga hoic ga tay.

Can hiéu ring liéu cy thé duge sir dung va lich st dung (nghia 13, ching ngira lan
dau va ching ngira ting cudng) trong trudng hop bét ky nhét dinh s& dugc diéu chinh
theo ché phém duge st dung, bénh nhdm dén, nguy co phoi nhiém, tinh trang cta déi
tuong, va cac yéu td y té khac ma c6 thé lam thay dbi dép tmg cta ddi twong hodc tinh
kha thi ctia viéc cung cdp ché pham cho dbi twong. Vi dy, lidu cu thé cho dbi twong phu
thudc vao loai dbi tugng, d6 tudi, can ning, tinh trang stc khde chung, ché dd an, lich st
dung va cach st dung, tbc do bai tiét, cac thudc duoc sir dung két hop va mirc do trdm
trong ctia rdi loan cu thé ma vacxin nhim vao. Vi du, viéc ching ngira ban dau va chung
ngura tdng cudng co thé duoc st dung bang cac cach thirc khac nhau. Vi duy, viéc ching
ngira ban déu qua duong duéi da c6 thé duoc ting cudng bang cach dwa phic hop chét
phu trg-khéng nguyén vao qua nudc ubng hodc thuc pham. Ty 1& phan tram chitosan
trong cac ché phdm vacxin thudong ndm trong khoang tr 0,2 dén 2%, thich hop 1a 0,5-

1,5%. Tong luwong chitosan dugc st dung c6 thé tr nho hon 1mg mdi 1an ching ngira dén
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100mg, thich hop 14 2, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 50, 75 hodc 100 mg chitosan.
Trong céac vi dy, 2-5mg chitosan dugc st dung cho mot lidu. Khi duge két hop véi khang
nguyén vi sinh vat, vi sinh vat nay c6 thé dugc dua vao & khoang tir 1 x 10° dén1x 10° vi
sinh vat trong mdi lidu. Trong cac vi dy, 1 x 107 dén 1x 108 vi sinh vét dugc st dung cho
mdi lidu. Khang nguyén c6 thé dwa vao & lugng tir 10pg dén 10mg cho mdi lidu. Trong
cac vi du, 100pg mbi lidu duoc sir dung.

Céac vi du duéi day chi duge dung dé minh hoa va khong dugc lam gi¢i han pham
vi séng ché hodc cac diém yéu cau bao ho di keém. TAt c4 cac tai liéu vién dan dugc két
hop & ddy bang cach vién dan.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du I: Pap tng mién dich vé6i B-galactosidaza sau khi ching nglra lan ddu va ching
ngura tdng cudong

Thir nghiém dau tién dé thtr nghiém vacxin chira chitosan-protein lién két ngang
vé6i formaldehyt st dung protein B-galactosidaza cb dién (B-Gal) 1am protein mau. Ga tay
con duge ching ngira biang B-Gal, nhu duge md ta trong Bang 1 dudi day, véi sau nhém
Xt ly va mgt nhom dbi ching. Cac con ga dugc ching ngira béng nuéc mudi hodc 100 pg
B-Gal (0,25 ml) trong mot trong sé nuéc mubi, 15% nhom, 1% chitosan lién két ngang (3
nhém) véi formaldehyt (Form), hoic 1,5% chitosan khong lién két ngang v&i
formaldehyt bang cach tiém ngoai duong tiéu hoa dudi da (sq) vao ngay méi no. Tét ca
cac nhom dugc chiing ngra tang cuong béng cung ché pham, duéi da vao cic ngay 14 va
25 ngoai trir hai nhém chitosan 1%, mét nhom duoc chiing ngira ting cudng ca hai ngay
bang chitosan-B-Gal 1% bing dng thong tlr miéng vao da day va mdt nhom dugc ching
ngira ting cudng bang cach phun chitosan-B-Gal 1% (2 mL).

Pép tng mién dich véi B-Galactosidaza dugc xac dinh bang cach st dung huyét
thanh trong thr nghiém ELISA d6i v6i B-galactosidaza va céc két qua duoc thé hién trén
Fig.1. Cac muc dap ung mién dich duogc bdo cdo dudi dang ty 1€ hép thu ctia mau so véi
d6i chimg duong trong thit nghiém ELISA gian tiép. Cac ty 1& S/P cao hon thé hién hiéu
gia cua khang thé khang-p-galactosidaza cao hon. Kha nang phan g chéo rat yéu Xuét
hién trong thir nghiém ELISA sir dung huyét thanh tir ga tdy dugc ching ngira bang nudc
mudi va chi ting gia tri vira phai khi dugc ching ngira bang B-Gal trong nudc mubi. Chat
phi trg thuong mai thong thuong hién dugc sir dung la nhém 15% va cho dap tng mién

dich tét khi né duge st dung. Khi sir dung hé vacxin li€n két ngang véi formaldehyt va
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dugc kich thich mién dich bang chitosan (dugc danh dau 14 chitosan 1%), c6 su ting dang
ké dap ung mién dich dbi v6i khang nguyén mau, B-Gal. Khi chi st dung mdt minh
chitosan, thim chi & ndng dd cao hon 1,5% thi dap tng mién dich thap hon déng ké.
Ngoai ra, khi khang nguyén dugc chung ngira tdng cuong kém theo chét phu trg di xt ly
béng chitosan-formaldehyt 1% bing cch phun hoic ding qua dudng miéng, c6 dép uing
tuong duong v6i chat phi trg tiéu éhuén, 15% nhom, dugc st dung dudi da.

Béang 1: Nhém xur ly

Nhém Chit giy mién Ching ngira Chiing ngira ting cwong
dich lan diu vao vio ngay thir 14 sau khi
ngay né VX né¢
(100pg/0,25ml)
Nuéc mudi Khéng SQ SQ
(100pg/0,5ml)
BG trong nudc mudi | B-Galactosidaza SQ SQ
(100pg/0,5ml)
Nhom 15% B-Galactosidaza SQ SQ
(100pg/0,5ml)
Chitosan 1% B-Galactosidaza SQ SQ
(100pg/0,5ml)
Chitosan 1,5% B-Galactosidaza SQ SQ
khong c6 Form (100png/0,5ml)
Chitosan 1%, ching | B-Galactosidaza SQ Dung qua 6ng thong tir
ngira 1an hai qua miéng vao da day
dudng miéng, (100png/0,5ml)
Chitosan 1%, chiing | B-Galactosidaza SQ Phun (100pg/ml )
ngira 1an hai bang phun swong 50 ml cho
cach phun mdi 20 con ga trong
phong cé dién tich 20
feet?

Vi du II: Pap tng mién dich véi Clostridium sau khi ching nglra véi cic chét phu tro
khac nhau

Thir nghiém twong ty v6i thit nghiém duge md ta & trén duge thue hién béng cach
st dung 4 X 10® cfu/ml hon dich Clostridium septicum (CS) chét hodc nhuogc ddc trong
nhdm hoic chitosan lién két ngang vé6i formalin sao cho 1idu cudi cing cho mdi con gé. la
1 X 108 cfu/con ga cho ga con méi nd, va dung dudi da (trong 0,25 mL) hodc mot minh
hodc két hop v6i nhdom 12% hodc chitosan lién két ngang v6i formalin 0,5%. T4t ca cac
con ga dugc chung ngira ting cuong vao ngay thir 14 bing cling mot vacxin va bang cung

duong st dung. Cic muc dap Ung mién dich thu duoc duge do béng thir nghiém ELISA
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gian tiép va duogc bao cdo dudi dang ty 18 hép thu ctia miu so v&i d6i ching dwong (S/P).
Céc ty 18 S/P cao hon cho thdy mirc khang thé khang CS cao hon.

Céc con ga dugc chung ngira bing vacxin khong chira chét phi trg tao ra dap tng
khang thé ¢6 thé phat hién duoc bing thir nghiém ELISA véi ty 1€ S/P bang 0,16 nhu
duoc thé hién trén Fig.2. Mirc khang thé nay khong khac biét c6 ¥ nghia théng ké véi
mirc ciia CS ¢6 chit phu trg 1a nhdm. Sau mot lidu ching ngira ting cuong (14 ngdy sau
khi ching ngira 14n dau), cic con ga con dugc ching nglra bing hén dich vi khuan CS
chét hodc nhugc ddc cé chit phu trg 13 chitosan lién két ngang vé6i formalin 0,5% thé
hién cac mirc IgG ma tao ra ty 1¢ S/P gAp khoang hai 1an so véi ctia hon dich vi khuén CS
chét hodc nhuge doc khong chira chét phu tro, lan luot 12 0,4 va 0,16. Hon dich vi khuén
CS chét hodc nhugc ddc cung véi chét phii trg nhom hydroxit tao ra cac mirc IgG thap
hon khoang 30% cac muc IgG dugc tao ra béi CS cung véi chitosan dugc so sanh bang
cac ty 1€ S/P, 1an luot 12 0,27 va 0,4. (Xem Fig. 2). Quan trong 13, cac tdn thuong tai vi tri
tiém 12 it rd rang hon & 72 gid (hodc mudn hon) do st dung chitosan trong khi d6 nhom
ludn gly ra tinh trang viém va u hat cuc by, ma thudng tién trién thanh mo seo dugc bao

nang.

Vi du III: Thir nghiém ching ngura vacxin cum gia cam.

Cum gia cim (Al) 1a vAn d& sirc khoe cong dong quan trong va 1a méi de doa kinh
té nghiém trong ddi véi nganh cdng nghi€p chan nudi gia cAm trén thé giéi. Cac sb lidu
trude dy chi ra ring cc vacxin vecto Salmonella biéu hién M2e két hop véi CD154 ¢6
hiéu qua chdng lai Al. Cac cAu tric mdi st dung Bacillus subtilis 1am vecto va cac epitop
M2e cuing véi cac phan tir kich thich mién dich di dugc tht nghiém. IgG huyét thanh dic
hiéu M2e va cac mac khang thé IgA niém mac dugc xac dinh béng thtr nghiém ELISA
vao cdc ngay 11, 15 va 21 sau khi nd. Vao ngdy nd, cac con ga con dugc ching ngura
bang dng thong tlr miéng t6i da day hodc tiém dudi da bing mot trong sd vacxin cim gia
cAm vecto Bacillus (BSAI), Bacillus kiéu hoang (BSBB) lam vacxin sdng, BSAI sau khi
bat hoat bﬁng formalin, BSAI sau khi bat hoat bﬁng formalin, lam d6ng kho va hoan
nguyén bang nudc mubi hodc BSAI sau khi bat hoat bang formalin va lién két ngang voi
chitosan 1%. Mbi vacxin dugc sit dung & liéu 10%cfu/ga con trong 0,25ml hogc 0,25ml

nude mudi. Vao ngay 10 sau khi nd, ga con trong hai nhém (BSAI séng, BSAI di bi bét
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hoat va lam dong kho) dugc ching ngura tang cudng béng cung ché phdm di chiing nglra
cho chung vao ngay 0 va tit ca cic nhém khéc khong nhén duoc lidu vacxin tht 2.

Sau d6, cac mau IgG huyét thanh va IgA niém mac thu dugce tir cac con ga & tat ca
cac nhom vao cac ngdy 11, 15 va 21 sau khi n& va dugc st dung trong thir nghiém
ELISA b3y khang thé. C4c dia dugc phi bang M2e dugc lién hop v6i BSA (10 pg/ml),
duogc phong bé, duoc & v&i huyét thanh tir mdi nhém xir ly dugce pha loang theo ty 1€ 1:50
trong 2% FBS/PBS, sau d6 U v6i khang thé tht hai dugc lién hop véi HRP da pha lodng
theo t 1& 1:7.500, va dugc hién mau bing cach st dung co chdt TMB. Céc két qua dugc
trinh bay dudi dang ty 1€ S/P trung binh (trung binh mAu — trung binh dbi chimg
am)/(trung binh ddi ching duong — trung binh déi chiing am) + SEM (n=20).

So v6i dbi ching khung Bacillus (BSBB) thdy c6 su ting déng ké cua cac dap tng
khang thé IgG dic hiéu M2e trong mdi nhém dugce ching ngira tai mdi thoi diém dugc
thr nghiém. Tuy nhién, khong quan sat thdy su khac biét & mdi thoi diém gitra bat ky
trong sdu nhdm dugc chung ngura vé dap ung khang thé IgG tang (Xem Fig. 3A). Sy khac
biét thuc su vé& dap ung mién dich 1 rd rang khi xem xét dép ing khang thé dic hidu IgA
niém mac (Xem Fig. 3B). BSAI+1% chitosan thé hién su ting rd rang vé dap ing khang
thé IgA dic hiéu so véi nhom d6i ching ho#ic ndim nhom xu ly khac dugc ching ngira &
c& ba thoi diém 14y mau.

Tém lai, trong cac thir nghiém st dyng chitosan li€n két ngang, céc tac gia sang
ché da chimg minh & trén rang su cai bién chitosan nay 1a chét phu trg t6t hon so véi
nhom hydroxit & ci dudng st dung ngoai duong tiéu héa va duong miéng (Fig.1 va
Fig.2). Chitosan da dugc xtr ly bing formaldehyt 13 tc nhén lién két ngang duogc chira la
hiéu qua hon so véi chitosan ma khong co formaldehyt (Fig.1). Khi dugc sir dung qua

dudng miéng, chitosan lam tang su san sinh IgA (Fig.3B) nhiéu hon so v6i IgG (Fig.3A).

Vi du IV: Tang cudng chat phi trg chitosan

Chét phu tro con dugce ting cuong thém qua mot loat cac thir nghi€ém dugc thiét ké
dé cai tién chit phu trg dua trén chitosan bang cach bd sung cac phan tir c6 kha nang ting
cudng hodc phuong phap phan phdi thay thé. Céc chét kich thich mién dich ¢6 thé cai
thién cac dap tmg khi dugc sit dung cing voi cac chit phu trg va mdt vai hop chét da
duogc nghién ctru trude ddy; xem tai liu (Guy, 2007; Mutwiri et al., 2011). Cac chét phu

trg tiém nang bao gdm cac saponin, cac thanh phan ctia vi khuan, cac hop chat ma tuong
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tac v6i hé mién dich bim sinh nhu céc thu thé gidng thu thé toll, cac axit nucleic nhu
motip CpG, céc virut, cadc nhil tuong bao gdm liposom, hodc su két hop cua bét ky trong
s6 céc thanh phin néu trén. Mot s6 phan tit kich thich mién dich trién vong hon ma tuong
tac v6i hé mién dich bam sinh 12 bién doc t6 ubn van (TT), tiéu don vi doc t dudng rudt
B khong bén nhiét (LTB), va tiéu don vi doc t6 ta B (CTB). Cac hop chat khac dugc chi
ra l1a co6 tac dung tang cuong hé mién dich theo kinh nghiém nh¢ céac tinh chét hoa hoc
vbn ¢6 bao gdm saponin va monophosphoryl lipit A (MPLA). Viéc sir dung manoza hodc
cac duong khac dé huéng dich sy lién két v&i thu thé dai thuc bao c6 thé ting cudng chire
ning mién dich. Cac két hop cua cac chét phu trg khac nhau c6 thé tac dong hiép dong
nhu vé6i IL-12 hodc cac xytokin khac dé kich thich dap ung mién dich.

Thir nghiém dau tién dé cai tién chit phil trg so v6i cht phi trg chitosan lién két
ngang voi formaldehyt, ma bao gdm khang nguyén quan tAm lién két ngang véi chitosan
0,5%, st dung formaldehyt dé tao ra sb liéu dugc néu trong Fig.1-3 néu trén. Hé chét phu
tro nay sau d6 dugc st dung lam dbi chimg hodc dudng co so dé chon cac két hop tdt
nhét cia cac phan tir ting cudng mién dich Ung vién da chon. Chét gay mién dich thur
nghiém 13 hodn dich vi khuan Salmonella enteritidis (SE) chét hoic nhugc ddc dugc nudi
cly dén 10% cfu/ml va dugc bit hoat bang formaldehyt. Pé x4c dinh chit phi trg chitosan
lién két ngang c6 thé céi tién dugc nira khong, chit gay mién dich thir nghiém (hon dich
vi khuan Salmonella chét hodc nhuge ddc véi chitosan 1a 4 X 107 cfu/ml véi lidu cubi
cing 14 1 X 107 cfu/ga con) duge trdn theo ty 1¢ 2:1 v6i mot minh chitosan lién két ngang
hodc dugc tang cudong béng bién doc td udn van (TT), tiéu don vi B cua doc t§ duong
rudt khong bén véi nhiét (heat-labile enterotoxin B subunit - LTB), hodc chitosan dugc
manosyl hoa va dugc st dung hodc trong nude ubng hoic trong thic dn. Cac két qua
dugc trinh bay trén Fig.4.

TT c6 thé 1a phén tr ting cudng mién dich tiém nang va da dugc st dung rong rai
trong phat trién vacxin. Doc t6 duong rudt khoéng bén nhiét tr E. coli da duoc chi ra la
phan t kich thich mién dich manh nhung rat doc, va do d6, n6 khong thich hop 1a chét
phu trg. Ddc t6 duong rudt khong bén nhiét chra hai tiéu don vi, mot nhan trung tAm
LTA va nim tiéu don vi LTB (da Hora et al., 2011). Tiéu don vi LTB gift dugc cac tinh
chét didu bién min dich va ciing khong ddc. Do d6, n6 1a mot thanh phan didu bién mién
dich tiém ning va an toan. Manoza va mot s6 hydrat cacbon khac (nhu galactoza va

fucoza) la céc phéi tir cho thu thé hoat hoéa dai thuc bao. Chitosan dugc manosyl hoa

-16-



29410

duge didu ché bing phuong phép twong ty véi phuong phap da duge mo ta trude d6 boi
Yalpani va Hall (1980 va 1985) va Jayasree et al, (2011) ma khong can b sung kém.
Noi ngén gon, hai duong lugng mol manoza trong mot thé tich natri axetat 0,1M duoc gia
nhiét & 60°C trong hai gid. Sau d6 dung dich nay dugc bd sung vao hai thé tich clia mot
duong lugng mol cua chitosan 2% trong axit axetic 0,15% va dé cho phan tng trong 10
phut & nhiét do phong dé tao ra chitosan dugc manosyl hoa 1,5%. Hbn dich vi khuén SE
chét hodc nhuge ddc sau d6 duge bd sung vao chitosan dugc manosyl héa 1,5% & ty 1€
2/1. Bazo Schiff duoc tao ra sau d6 dugc khir bang natri xyanobohydrat (NaCNBH4).

Ngoai ra, d6i véi cac phan tir ting cudng mién dich, céc hé phan phdi khac nhau
cling dugc nghién ctru nhu néu trén. HE théng phan phdi qua nudc ubng thong thudng
duogc str dung trong nganh cdng nghiép chdn nuoi gia cAm pha lodng mot phan thude hodc
héa chét trong 128 phin nudc. Ché pham chitosan ban dau duoc str dung trén Fig.1-3
duoc pha lodng theo ty 1¢ 1:128 trong nudc udng 1am hé théng phéan phéi tiém nang.
Nhém thtr nghiém cubi ciing 1a chitosan 0,5% lién két ngang v6i formaldehyt véi hdn
dich vi khudn SE chét hodc nhugc ddc (cong thire chitosan ban déau) dugc bao nang bang
cach bd sung timg giot vao tripolyphosphat (TPP), sau d6 lam kho, va nghién thanh bdt
8 bd sung vao thirc &n & ty 18 0,5% (khdi lugng/khéi luong).

Ga siéu thit méi nd 1 ngay tudi duoc mdi bang 0,25 ml cac ché pham néu trén,
dung dudi da nhu néu trén. Cac nhém nay dugc mdi gidng nhur nhém chi ding chitosan.
Céac con ga nay dugc ching ngua ting cuong bing dng thong tir miéng vao da day 12
ngdy tudi ngoai trr cdc nhom nudc ubng va nhém TPP dugc chung ngira ting cudng
trong nuéc udng & ty 1& pha lodng 1:128 hodc trong thtrc an ¢ ty 1€ 0,5% (khbi luong/khdi
luong) trong 8 gid twong mg. Murc khéng thé vao ngay thit 22 trong huyét thanh (IgG) va
niém mac hdi trang (IgA) dugc do bang kit thtr nghiém ELISA canh tranh (IDEXX). Cac
mitc hip thu hoic ty 1€ mAu so voi dbi chimg giam cho thiy muc khang thé nhén biét cac
dia duoc phu SE flagellin cao hon.

Nhu duoc luu ¥ trén Fig.1 va 2 ¢ trén, chét phu trg chitosan 1a tot hon so v6i nhom
trong viéc gdy ra dap Ung mién dich ting cuong. Do d6, moi chit phu tro dua trén
chitosan déu c6 kha ning gy ra dap ing mién dich tang cuong ddi véi hdn dich vi khudn
SE chét hoic nhuoc doc, véi mie 1gG va IgA ddu cao hon dang ké so véi khi sir dung
du6i da mot minh chitosan (Fig.4 va 5, twong tmg). Nhém TT va nhom TPP bdt kho co

dap (mg mién dich cao hon déng ké so v6i chat phu trg chitosan dugc moi dudi da kém
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theo ting cudng dudi da (Fig.4 va 5). Ba nhom con lai, chitosan véi LTB, chitosan dugc
manosyl hoa, va ting cudng chitosan trong nudc ubng, déu t6t hon vé kha ning san sinh
khang thé so véi chitosan dugc sit dung mot minh duéi da (Fig.4 va 5).

Trong bo thir nghiém tiép theo, ba nhém tdt nht tir thir nghiém trude (LTB, ching
ting cudng bing chitosan trong nudc ubng (DW), va chitosan da khtr va dugc manosyl
hoa) duge lap lai kém theo dbi ching am (nuéc mubi) va dbi ching chuén 13 chitosan
dugc lién két ngang vé6i formaldehyt 0,5% duge s dung dudi da dé chung ngira 1an dau
va chuing ngira ting cuong, ma trude d6 da dugc chira la tdt hon so voi nhom. Trong thi
nghiém nay, cac tac gia sang ché bd sung thém ba nhém xit Iy méi sit dung dbi chung
chuén 12 chitosan lién két ngang véi formaldehyt 0,5% dugc ting cudng mién dich bing
tiéu don vi B cta doc td ta (Cholera toxin B subunit - CTB), Lipit A tir Salmonella
(MPLA), hoic saponin. Cling dugc dua vao trong thir nghiém nay 1a nhom xit Iy khac ma
twong tu v6i nhém xit 1y chitosan dugc manosyl héa, ma dugc chi ra la chét phu tro rat
tdt trong thir nghiém trudc d6 (Chitosan dugc manosyl héa dang 1, Man-C V1), nhung
nh6m nay khéng duge khir bing NaCNBH4 (Man-C V2).

Thir nghiém ELISA canh tranh SE flagellin mot 13n nita lai cho thiy 1a c4c con ga
dugce ching nglra dudi da bang chitosan (C) 0,5% cho ca 1in chung ngira dau tién va
ching ngra ting cudng déu c6 mirc globulin mién dich trong huyét thanh cao hon
(Fig.6A). Nhitng con ga dugc chung ngura bang chitosan 0,5% cung voi CTB (C +CTB),
Man-C V2 va chitosan cing v6i saponin (C + saponin) cho dip tng IgG t6t nhét
(Fig.6A). Man-C V2 tao ra dép tmg IgA t6t nhat vé mat s6 hoc (Fig.6B). Ca ba nhém xir
Iy nay déu khac biét dang k& v6i nhom tiéu chudn (0,5% chitosan dugc ching ngira dudi
da cho ca 1an ching ngira ban dau va chiing ngira ting cudng) (Fig.6).

Ngoai ra, cac con ga bi gdy nhiém vao ngay thi 19 bang Salmonella séng & lidu 5
X 107 cfu/ga con. Ba ngay sau khi gy nhiém, céc con ga dugc nudi chy Salmonella trong
hach manh trang (CT) va gan/l4 lach (L/S). Chitosan cing v6i CTB, ca hai dang chitosan
duoc manosyl hda, chitosan khi ching tdng cudng qua nudc ubng, va chitosan cdng vdi
saponin lam gidm déng ké luong Salmonella xubng duéi giéi han phat hién dugc trong
gan/l4 lach (L/S) so v6i déi chimg am (ching ngira bang nuée mubi) (Fig.7; p <0,05).
Trong rudt (CT), mic Salmonella giam dang ké khi st dung mot trong hai dang chitosan
dugc manosyl héa va trong nhém duge ching nglra tang cuong bang chitosan 0,5% dugc

pha lodng theo ty 1¢ 1:128 trong nudce udng. Mtrc giam dang ké & nhom chitosan dugc
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manosyl héa cho thdy viéc gin dich truc tiép dai thuc bao véi phéi ti cia thy thé manoza
s& lam tang tinh hidu quéa cta chit phu trg chitosan. Ngoai ra, rit quan trong 14 ché pham
bazo Schiff khong khir cua chitosan dugc manosyl héa chi hiéu qua nhu chitosan dugc
manosyl héa duoc khir bing NaCNBHs ma khéng c6 sy bd sung héa chét c6 thé gay hai.
B4t ngd 16n nita 13 chitosan 0,5% dugc pha lodng theo ty 18 1:128 trong nuéc ubng ma
duge sir dung dé chung ngira ting cudng cho cic két qua tét hon trong viéc 1am gidm sy

cu tra cta Salmonella so véi chi ching ngira ngoai duong tiéu hoa (Fig.7).

Vi du V: Buong ching

Pudng st dung tét nhat va su két hop chét phu trg tbt nhit cho viéc ching ngura
dugce nghién ciru. Ga con vira méi n6 dugce st dung 0,25mL nudc mubi hodc vacxin cling
v6i hén hop chat phi trg twong Gmg nhu duge néu trén Fig.8. Cac chét phu trg duoc so
sanh bao gdm chitosan lién két ngang véi formaldehyt, chitosan dugc manosyl héa dugc
khr Man C V1), chitosan dugc manosyl héa khong khir (Man C V2), va mdi chat phi
trg duge két hop v6i khang nguyén va duge s dung vao ngay nd 1 hodc dudi da hodc
trong nudc udng. Cac con ga ndy duge ching ngira ting cudng bang cach sir dung 14n thir
hai v6i cing su két hop chit phi trg-khéng nguyén hodc dudi da, hodc trong nudce ubng
hoic qua éng thong tir miéng xudng da day. Cac nhom da duge chung nglra qua nudc
ubng (DW) dugc pha lodng theo ty 1& 1:128 trong nudc. Cac nhém dugce ching ngira tang
cuong qua 6ng thong tlir miéng xubng da day dugc nhan 0,25ml. Pap Gng IgA niém mac
dugc do bang cach st dung thtr nghiém SE flagellin ELISA canh tranh (IDEXX) nhu
duge mo ta ¢ trén. Mac du 5 nhém xt ly cudi cing trén Fig.8 khong khac nhau déng ké,
nhung nhom cé gia tri s& thap nhét 13 chitosan dugc manosyl hoa V2 dugc phan phéi
duéi da trong 14n ching ngira dau tién va pha loang theo ty 1 1:128 trong DW cho lan
chung ngtra ting cuong. Nhom nay c6 mirc IgA trong héi trang cao hon déng ké so véi
nhom st dung chitosan 0,5% khi ching ngira 1an dau duéi da va ching nglra ting cudng
duéi da hodc qua nudc ubng. Khong quan sat thay su khac biét dang ké giita dang duoc
khir va khong duoc khir clia chitosan duge manosyl héa hodc khi chung ngira tang cuong

dugc thuc hién qua duong nude udng hoic thong qua bng thong tir miéng véao da day.

Vi du VI: So sanh v6i chit phu trg nén dau khoéng

-19-



29410

Sau d6 chitosan dugc manosyl héa dugc so sanh va két hop véi chét phi tro nén
dau khoéang da c6 trén thi truong. Hon dich vi khudn Salmonella enteritidis (SE) chét
hodic nhwgc ddc duge nudi dén 108 cfu/ml va dugc bt hoat bing formaldehyt duoc st
dung 1am khéang nguyén. Hon dich vi khudn Salmonella chét hoic nhuge doc dugc tron
véi chitosan, chitosan dugc manosyl hoa, chét phu trg dau khoéng, hén hop cua chitosan
va chét phu tro dau khoang hoic PBS & 4 X 107 cfu/ml véi lidu cubi cung 1a 1 X 107
cfu/ga con theo ty 1€ 2:1. Ga con si€u thit vira mdi né dugc mdi b'ﬁlng 0,25 ml ché phém
da néu dudi da nhu dugc néu trén. Cac con ga nay dugce chung ngua tdng cuong bang 6ng
thong tir miéng dén da day & 12 ngay tudi. Mutrc khang thé vao ngay thir 22 trong huyét
thanh (IgG) va niém mac hdi trang (IgA) duge xac dinh bing kit ELISA canh tranh
(IDEXX) va céc két qua dugc thé hién trén Fig.9 va 10, twong tng. Céc ty 1& vé& mirc hap
thu cia m3u so vé6i dbi chimg giam cho thiy mirc khang thé nhan biét cac dia dugc phu
SE flagellin cao hon. Viéc ching nglra chitosan dugc manosyl héa va quy trinh ching

ngira ting cudng san sinh cac mtrc IgG va IgA ting dang ké so véi mdi nhém con lai.

Vi du VII: Béap tng [gG sau khi dung mot lan

Dé nghién ctru dap tmg mién dich IgG khi ching nglra mdt 14n ngoai duodng tidu
héa, ga méi nd duge ching nglra dudi da bang 2,5 x 10% cfu/ga con hdn dich vi khuin
Bordetella avium chét hoic nhuoc doc két hop voi nuéec mudi, chitosan théng thudng
hoic chitosan dugc manosyl hoa. Huyét thanh dugc ldy vao ngay tht 14 va mirc IgG déc
hiéu Bordetella dugc do duge bing thir nghiém ELISA. Cac két qua dugc thé hién trén
Fig.11 va cac két qua nay ciing thé hién ty 1€ hép thu ciia mau so véi dbi ching duong
cho céc xtt Iy dd néu. Cic mirc hip thu cao hon 12 du hiéu cho thidy murc Ig dic hiéu
tang. Chitosan dugc manosyl hoa két hop voi khang nguyén Bordetella tao ra muc IgG

cao nhat.

Vi du VIII: Dap Gng IgG sau khi chiing ngtra tdng cudng qua nudc ubng

DPé nghién ctu dap tng mién dich IgG sau khi s dung hdn dich vi khuén
Bordetella avium chét hoic nhuogc doc duéi da, sau d6 ching ngira ting cudng qua nude
ubng & ngay thir 14. Ga con méi né duge chung ngira duéi da bang 2,5 x 108 cfu/ga con
hdn dich vi khudn Bordetella avium chét hodc nhuge doc duge dwa vao nuée mudi,

chitosan théng thudng hodc chitosan dugc manosyl héa. Vao ngay tht 14, 7,8 x 106
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cfu/mL hdn dich vi khudn Bordetella avium chét hodc nhuoc doc duge dua viao nudc
ubng duoc ding dé ching ngira ting cudng. Vao ngay thir 21, 7 ngay sau khi ching ngira
tang cudng, huyét thanh dugc 14y va dép ung IgG dac hiéu dugc do bang ELISA. Cac két
qua dugc thé hién trén Fig.12 va cho thdy ty 16 hap thu ctia miu so v6i d6i ching duong
d6i véi cac xir Iy da néu. Mic hip thu cao hon 12 ddu hiéu cho thdy mic Ig dic hiéu ting.
Chitosan dugc manosyl héa két hop véi khang nguyén Bordetella tao ra cc mic IgG cao

hon déng ké so v4i d6i ching hodc chitosan chua dugce cai bién.

Phuong phap diéu ché chét phi tro:

Bao ché vacxin chta chitosan-protein lién két ngang véi formaldehyt:

Thanh phim cta chitosan khong chita manoza c6 thé thay ddi tir nong do cudi
cing nho nhét 1 chitosan 0,5% dén ndng do cudi cing 16n nhét 13 chitosan 2% trong ché
phdm vacxin. Chitosan dugc hoa tan trong dung dich chira 15 ml axit axetic bang trong
mdi lit nude khir ion & ndng dd thich hop (1,5% axit axetic trong nu6c). Thong thuong
dbi v6i mdi trudng canh thang, 2 thé tich méi trudng nudi ciy duge trén véi 1 thé tich
chitosan 1,5% (chitosan 0,5% trong ché phdm vacxin cubi ciing). Cac khang nguyén khac
dugc pha lodng it nhét ¢ thé tao ra ndng do cudi cing 1én dén chitosan 1,5%. Sau d6
formaldehyt dugc bd sung vao hdn hop chitosan dugc hoa tan khang nguyén sao cho
ndng dd cudi cing 1a formaldehyt 0,2% hozc formaldehyt 0,008M. Trong cac vi du néu
trén, dung dich formaldehyt 37% dugc sit dung. Dung dich Tris-HCI ¢6 thé dugc bd sung

vao dén ndng do cubi clung 14 0,5g/L.

Diéu ché chitosan duoc manosyl hoa:

Hai duong lugng mol manoza trong 1 thé tich natri axetat 0,1M, dd pH=4,0 dugc
gia nhiét & 60°C trong hai gid. Sau d6 dung dich nay duoc bd sung vao hai thé tich chira
1 duong lugng mol chitosan 2% trong axit axetic 0,15% va dé cho phan ung trong 10
phut & nhiét d6 phong dé tao ra dung dich 1,5% cta chitosan dugc manosyl hoa. Sau d6
dung dich nay c6 thé dugc tron véi madi trudng canh thang sao cho 2 thé tich madi truong
nudi cdy duge tron véi 1 thé tich dung dich chitosan dugc manosyl héa 1,5%. Céc khang
nguyén dam dic co thé duoc pha lodng it nhét c6 thé hodc nhu mong muén. Dung dich

Tris-HCI ¢6 thé duge bd sung vao dén ndng dd cubi cing 0,5g/L.
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YEU CAU BAO HOQ

. Ché phim vacxin chtra ché phim, trong d6 ché phdm nay chira hydrat cacbon lién
két v6i chitosan dé tao ra bazo Schiff, va khang nguyén vi khudn, va trong d6
hydrat cacbon nay 13 gbc manoza vong mé va trong d6 ché phdm nay dugc bao
ché dé str dung trong thuc phdm hodc nude udng.

. Ché phdm vacxin theo diém 1, trong d6 bazo Schiff khéng bi khr.

. Ché phém vacxin theo diém 1, trong d6 bazo Schiff bi khi.

. Ché pham vacxin theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 1 dén 3, trong d6 ché
phim nay con chira phan tir ting cudng.

. Ché pham vacxin theo diém 4, trong d6 phén tir ting cudng ndy 13 saponin, thu thé
giéng thu thé toll, tiéu don vi B cua doc td vi khuén, doc tb vi khuén, motip CpG,
liposom hodc monophosphoryl lipit A.

. Ché phdm vacxin theo diém 4, trong d6 phén tt ting cudng 13 bién doc t6 ubn van,
tiéu don vi B cia doc td ta, tiéu don vi B doc td duong rudt khong bén nhiét, hodc
tripolyphosphat.

. Ché pham vacxin theo diém bét ky trong cac diém tir 1 dén 6, trong d6 khang
nguyén vi khuén 1a Salmonella, Escherichia, Shigella, Bordetella, Clostridium,
Mycoplasma, Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus, Influenza, hodc Eimeria.

. Ché pham vacxin theo diém 7, trong d6 khang nguyén vi khuén bi bt hoat hoic bi
giét.

. Ché phim vacxin theo diém 8, trong d6 khang nguyén vi khudn bi giét bang cach

str dung formaldehyt, glutaraldehyt hodc formalin.
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