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Linh vire k§ thuét ciia sang ché
Sang ché dé cap dén ching E.coli F18 khong giy bénh va ché phdm chira né.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Bénh phil va bénh tiéu chay thuong 1a cac bénh phd bién & dong vat duge nudi
dudng bdi nguoi chan nudi. Vi dy, bénh phu ¢ lgn con da cai sita thuong do ching
Escherichia coli ma hoa boi doc t shiga (toxin-encoding Escherichia coli-STEC) ma
hoa doc t6 shiga kiéu 2e (Stx2e) (MacLeod va cac dong tac gia, 1991, Vet Pathol 28:66-
73), trong khi bénh tiéu chay kich thich bai tiét & lon con m&i dé va lon con da cai sita
thuong do cac ching Escherichi coli gy doc t6 trong rudt (enterotoxigenic Escherichia
coli strains-ETEC) ma hoa dbi vai cac doc td trong rudt bén v&i nhiét (STa, STb, EAST1
) va/hodc khong bén nhiét (LT) (Gyles va Fairbrother, 2010, Escherichia coli. Trong tai
liéu: Pathogenesis of bacterial infections in animals, ed. Gyles CL, Prescott JF, Songer
G, Thoen CO, xuit ban lan thtr tu, trang 267-308. Blackwell Publishing, Ames, IA;
Nagy va cac dong tac gia, 1997, Microb Pathog 22:1 -1 1 ). Mot sé chiing gdy bénh biéu
hién ca gen Stx2e va gen ddc t6 rudt va do do, c6 kha ning gy cac triéu ching cia bénh
phu va céac triéu ching ctia bénh ti€u chay trong cung mot dong vat (STEC/ETEC)
(Barth va cac dong tac gia, 2007, Berl Munch Tierarztl Wochenschr 120:307-316).

Thiéu sét lién quan dén nhiéu ché pham chita bénh va phong bénh thong thudng
va cac phwong phap dé diéu tri su 1ay nhidm vi khudn dudng rudt cé lién quan dén cac
triéu chiing cia bénh phu va/hodc bénh ti€u chay 1a 4o kha dung va dd an toan ctia chung
thip. Do d6, ¢6 nhu ciu vé ché pham va cac phuong phép chita bénh hoic phong ngira

duoc cai thién dbi v4i bénh phu va/hodc bénh ti€u chay.
Ban chét k§ thuat ciia sing ché

Theo mot khia canh mé rong khong gi6i han, sang ché dé xuat ching Escherichia

coli phan 1ap dugc ndp luu tai Co quan lwu gitt miu qubc té ciia Canada (International
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Depositary Authority of Canada-IDAC) vao ngay 20/06/2013 va c6 sd truy cap chi dinh
14 200613-01.

Theo khia canh mé rong khong gii han khac, sang ché mé ta phwong phép phong
ngira bénh dudng rudt Escherichia coli giy bénh F18 (E.coli) & dong vét, bao gdm cho
dong vat sit dung mot lugng c6 tac dung ching E.coli séng duge ndp luu tai Co quan
lvu gitt mau quéc té ciia Canada (IDAC) vao ngay 20/06/2013 va c6 sb truy cap chi dinh
12200613-01 theo duong rudt.

Theo khia canh mé rong khong gi6i han khac, sang ché mo ta phuong phap phong
ngira bénh phii hodc bénh tiéu chay do 14y nhiém Escherichia coli giy bénh F18 (E.coli)
o dong vat, bao gé)m vi€éc cho dong vat st dung mot lugng hitu hiéu ching E.coli séng
dwoc ndp luu tai Co quan luu gitt mau qudc té cia Canada (IDAC) vio ngay 20/06/2013
va ¢6 sb truy cap chi dinh 12 200613-01 theo duong rudt.

Theo mot phwong 4n khong bi gidi han, chung E. coli séng & dang déng khé. Theo
mdt phuong an khong bi gioi han khéc, ching E.coli sbng duoc két hop v6i chat mang
duoc chép nhén trong thirc an cho vat nudi, vi du, ching E.coli séng c6 thé duge pha
loang, két hop vao, hodc tao huyén phil trong chit mang duoc chip nhan trong thirc n
cho vat nudi. Theo mdt phuwong an khong bi gidi han khac, ching E.coli séng c6 dang
lanh dong.

Céc khia canh va diu hiéu nay va khéc nira cta sang ché s& trd nén rd rang hon
d6i voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vire sau khi xem xét phan mo ta sau day
vé cac phuong 4n cy thé cia sang ché, két hop véi cac hinh vé kém theo.

M5 ta viin tiit cac hinh vé

M0 ta chi tiét cac phuong an cua sang ché duoc dé xuat dudi day, co tham khao
dén cac hinh vé& kém theo, trong do:

Fig.1: 12 dd thi khong gidi han minh hoa sy bai tiét qua phén clia chiing F18 khong giy
bénh sau khi sit dung ching F18 khong giy bénh song theo cac liéu luong thay
dbi, biéu difn béi 16garit ngugc gia tri trung binh cia cac don vi tao khudn lac

l16garit (colony forming units-CFU).
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Fig.2: 1a db thi khong giéi han minh hoa sy bai tiét qua phan cua ching thir thach gay
bénh F18-STEC: so sanh gitta cdc dong vat da duoc diéu tri bang ché phdm hén

hop va cac dong vat ddi chimg.

Fig.3: la dd thi khong gidéi han minh hoa qua trinh tao khuin lac boi ching thtr thach
gy bénh F18-STEC trong cac doan rudt khac nhau: so sanh giita cdc dong vat

da duogc didu tri bang ché phim hdn hop va cac dong vat dbi chimg.

Fig.4: 1a dd thi khong giéi han minh hoa su phat hién mién dich cua IgM khéang lai tua
vién F18 trong c4c mAu huyét thanh: so sanh giita cac dong vat da dugc didu tri
bang ché phdm hén hop va cac dong vat dbi chung.

M@ ta chi tiét sang ché
N6i chung, STEC & lon va nhidu ching ETEC & lgn biéu hién yéu t6 di truyén

F18. Yéu té di truyén F18 1a tua vién thuc ddy qua trinh tao khuén lac ctia vi khuan trén

bé mit niém mac rudt (Faifbrother va cac dong tac gia 2006, Postweaning Escherichia

coli diarrhea and edema disease. Trong tai li€u: Diseases of swine, ed. Straw B,

Zimmermann JJ, D'Allaire S, Taylor DJ, xuét ban 1an thr 9, trang 649-662. Blackwell

Publishing, Ames, IA). Ngudi ta cho rang sy bam dinh trung gian tua vién F18 cuia té

bio vi khudn biéu hién F18 véi thu thé té bao rudt, thu thé ECF18R, thy thé nay dugc

phoi nhiém béi té bao dwong rudt ¢ rudt non trén mang té bao chit ngon ciia chung

(Vogeli va cac ddng tac gia 1996, Anim Genet 27:321-328; Waddell va cac dong tac gia

1996, Infect Immun 64:1714-1719).

Mot sb chung STEC va STEC/ETEC & lgn ¢6 thé biéu hién su bam dinh tua vién
dinh té bao hodc khong tua vién cung vdi tua vién F18, dic biét 1a tua vién F4 hoic F5
hodc "bam dinh lién quan dén su bam dinh khuéch tan" (Adhesin involved in diffuse
adherence-AIDA) (Barth va cac dong tac gia, 2007, Berl Munch Tierarztl Wochenschr
120:307-316; DebRoy va cac ddng tac gia 2009, J Vet Diagn Invest 21:359-364;
Fairbrother va céc ddng tic gia, supra; Niewerth va cac dong tac gia: 2001, Clin Diagn
Lab Immunol 8:143-149). Trong khi su bam dinh AIDA xuat hién thuong xuyén trong

c4 hai loai vi khuén gy bénh, tua vién F4 hoic F5 1a hiém gip trong cac chiing nay.
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Trong ndng trai, bénh ti€u chay sau cai stta (post-weaning diarhea-PWD) va bénh
phii (edema disearse-ED) & lon thuong xuét trong hai tudn dau sau khi cai sita va c6 lién
quan dén su lay nhiém cac ching E.coli tao doc td duong rudt gay bénh F4 hozc F18
(ETEC) d6i voi PWD va lay nhiém céc ching E.coli tao doc t6 F18 Shiga giy bénh
(STEC) d6i v6i ED. Pdi véi ca hai chiing nay, tua vién (vi du, F4 hoic F18) cho phép
su bam dinh cua vi khuén véi thu thé dac hi€u cua chung, dinh vi trén l6ng to rudt non,

sau d6 bi phan cat bdi vi khuan va tao khuan lac trong dudng rudt.

Dbi véi PWD, céc thu thé F4 duge biéu hién trong khoang 30 dén 40% sb lon va
cac thu thé F18 duogc phat hién trong khoang 70 dén 80% sb lon. Cac chung giy bénh
tao su td hop nhidu doc tb nhu LT, STa va STb. Lon bi 14y nhiém ETEC-F4 thuong thé
hién ty 1é tir vong rit cao, ting trudng cham, gitt nudc va dé bi tidu chay ma cic triéu

ching nay thudng 1am dong vat bi 1y nhiém chét.

Déi v6i ED, céac thu thé F18 dugc phat hién trong khoang 70 dén 80% sé lon.
Doc 6 lién quan dén STEC 1a Stx2e, vasotoxin hoat dong trén cac té bao mang trong
ctia mach dan dén bénh phu va céc d4u hiéu than kinh tiép theo bao gém mét diéu hoa,

b lan va cudi cung, nhu déi v6i PWD, thuong 1am cho dong vat 1dy nhiém bi chét.

Nhu dugc st dung & ddy, thudt ngit "E.coli F18' hodc "ching F18" dé cap dén

chung E.coli biéu hién yéu t6 di truyén F18 (tua vién).

Nhu dugc sit dung & day, thuat ngit "E.coli F4" hodc "ching F4" dé cap dén

chung E.coli biéu hién yéu t6 di truyén F4 (tua vién).

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& nhan thiy ring chung F18 khong
gdy bénh dugc md ta & day co thé dugc thao tac sao cho thu dugc ching dot bién hoidc
chting bién thé ctia chiing, chiing ma c6 tit ca cac dic tinh xac dinh cta ching dugc mo
ta & ddy, ma khéng can ¢ ging qua mirc. Cac phuong phap tao cac chung dot bién hoic
chung bién thé 1a théng dung va da duogc biét rd trong linh vuc nay. Vi du, Patent My s
7,371,558 md ta tém tit vé mot sb phuwong phéap dé tao "thé dot bién hodc bién thé cua
chung". Cac phuong phap dic hiéu dé tao cac thé dot bién bang cach sir dung chat phong
xa hodc chit hoa hoc cling da dugc mo ta trong cac tai liéu trong linh vuc nay. Vi du,
xem Thomas D. Brock in Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology,

Second Edition (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, Mass., hodc Deshpande,

-5
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Mukund V., Appl. Biochem. Biotechnol. 36, 227 (1992). Ching dot bién hodc chiing
bién thé cua chung ciing c6 thé dugc xac dinh nhu c6 bd gen hodc cac bd phan quan
trong ctia chuing ma lai hoa dudi cac diéu kién nghiém ngit cao thanh bd gen ciia chiing
dugc mo td & day. Nguoi c6 k¥ thuat trung binh trong 1inh vuc s€ co thé nhé4n ra tAm
quan trong ctia bd phan ctia bd gen can c6 dé can nhic lidu ching nay 13 "thé dot bién
hodc bién thé cua chung". Nhu vay, ngudi c6 k¥ thuat trung binh trong linh vuc s& du
doan mot cach hop 1y riang sang ché c¢6 thé duoc ap dung thuc té bang cach sir dung

chiing bién thé hoac chung dgt bién cia chung, ma khong can cd gang qua mirc.

Nhu duogc sir dung & déy, thuat ngit "lwong c6 tac dung" dé cap dén luong sé tao
ra phan tmg sinh hoc mong mudn ctia mé, hé hoic dong vat. Luong co tic dung chiing
E.coli F18 séng nhu dugc md ta & day co thé 13, vi du, tuy nhién khong bi gigi han &
lwong da dé phong ngira su 1y nhiém vi khudn duong rudt, giam thiéu sy bai tiét vi
khuan, phong ngira bénh do 1y nhiém vi khuan dudng rudt, va cac bénh tuong tu. Luong
c6 tac dung dugce sir dung cod thé thay débi phu thudc vao mot sb yéu td. Vi du, mdt sb
yéu t6 o thé duogc chon tur kiéu dong vat, trong lugng ban dau cua dong vat, ky sinh
trudng cua déng vat, méi trudng, chit mang duge chap nhan trong thirc in cho vat nuodi
lién quan dén chiing vi sinh sdng, vi du, diéu kién trang trai dong vat, kiéu va cach quan
1y san xuét, tinh trang v¢€ sinh cla trang trai, tdm trang ciia dong vat sau khi cai sita hoac
U, thirc an va dinh dudng bd sung duge str dung, tinh trang sirc khoe ciia dong vat va cac
bénh hodc diéu tri déng phat, va cac yéu t tuong tu. Vi dy, luong c6 tac dung co thé 13,
tuy nhién khong bi gioi han & lugng bat ky dugc chon trong khoang tir 5x10° dén
3x10'°CFU. Nguoi ¢6 trinh d6 k§ thuét trung binh trong linh vuc s& c6 thé xac dinh

dugc lugng c6 tic dung thich hgp ma khong cén ¢ ging qua miic.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngir "dong vat" chi dong vat nho hoac dong vat
trurdng thanh bét ky thich hop dé st dung theo sang ché. Theo mét phuong 4n khong bi
gidi han, thudt ngit "dong vat" 1a chi lgn. Theo mot phuong an khong bi gidi han, lon 1a
lon chua cai stta. Theo mdt phuong an khong bi giéi han khéc, Ign 1a lon sau cai sira.
Ngudi c6 trinh do k§ thuat trung binh trong linh vuc s& c6 thé xac dinh duge dong vat

thich hop ma khong can cb ging qua mirc.
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Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit "phan phdi qua rudt" chi duong dung cho
phép chung vi sinh vat cudi cing t6i dugc 6ng da day-rudt, va t6t hon nita 14 rudt. Theo
mot phuong an khong bi gidi han, viéc phan phéi qua rudt dugc thuc hién boi viée st
dung chung vi sinh vat theo duong miéng. Theo mot phuong 4n khong bi giéi han khiac,
viéc phan phéi qua rudt dugc thuc hién theo dudng truc trang, vi du béng vién dan.
Ngudi ¢6 trinh d6 k¥ thuat trung binh trong linh vuc s& c6 thé xac dinh dwgc dudong

diing thich hop ma khong cin ¢6 ging qua mic.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit "chit mang dugc chip nhan trong thirc in
cho vat nudi" chi chit mang, chét pha lodng hoic ta duoc bt ky ma twong thich véi
ching vi sinh vat dugc mé ta & ddy va co thé cung cip cho dong vat ma khong c6 tac
dung nguogc. Cac chit mang dugc chip nhén trong thirc dn cho vat nudi thich hop da
biét trong linh vuc, tuy nhién khong bi giéi han ¢ nude, nude mudbi, glucoza, dextroza,
cac dung dich dém, va cac chit tuong tu. Tét hon néu chit mang nhu vay khong doc
cho ching vi sinh vét va khong gay hai cho déng vat. N6 ciing c6 thé khéng bi thoai héa
sinh hoc. Chit mang c6 thé 12 chit mang duoc chip nhan trong thirc in cho vat nuoi
dang rin hodc 16ng. Chit mang dugc chip nhan trong thirc dn cho vét nuoi dang ran
thich hop 1a chit mang khong doc c6 thé an duoc. Vi du, chit mang dugc chip nhan
trong thirc an cho vat nudi dang rin nay c6 thé 1a thirc an gia sic dang ran théng thuong
nhu mét thanh phin cta ché d6 an cia d@ng vat thong dung bao gdm cac san phim ngii
cbc, nhu bot dai mach, bot ngo hodc phé phém lia mi, cac san phém qué hach va hat,
nhu banh hat nghién da boc vé hodc banh hat bong, hodc banh hat bong da chiét, cung
v6i lugng nho nhét, vi du, thirc an tir chim mudng, thirc dn rong bién, thirc an tir xuong,
bot xuong, da phén, mubi, uré va cac vitamin; hodc n6 c6 thé 1a chét pha loang hodc
chét mang rin, tro khong c6 gia tri dinh dudng, vi dum, cao lanh, bdt tac, canxi cacbonat,
dat téy mau, dat sét attapulgus, vo hau nghién hodc da voi nghién; hodc n6 ¢6 thé 1a tinh
bot lactoza. Theo cach thue hién cu thé khac, chat mang duogc chép nhan trong thirc an
cho vat nuoi dang ran khac co thé 1a ngo nghién, thirc an tir ddu tuong, bot whey, m&
dong vat, va cac chit twong tw. Chit mang duge chip nhan trong thirc dn cho vat nudi
dang 16ng thich hop 14, vi dy, nude va t6t hon 14 nuée udng; sita nhu sita nguyén kem
hoic sita giy; hodc moi truong nudi ciy nhu nuée canh thit dau nanh trypson (trypsone

soy broth-TSB). Ngudi ¢6 trinh d6 k§ thuét trung binh trong linh vuc sé& ¢6 thé xac dinh

-7-
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duoc chit mang dugc chip nhan trong thirc an cho vat nudi thich hgp ma khong can ¢b

ging quéa mirc.

Pham vi ciia yéu cau bao ho khong bi gi6i han boi cac phuong 4n dwge uu tién
nhu néu trong cac vi du sau, tuy nhién cn dugc hiéu theo nghia rong nhat phii hop véi
toan bd ban mo ta.

Vi du thwe hién sang ché
Vidul
a) Chung E.coli F18 khong gay bénh

Chung E.coli dwoc ndp luu tai Co quan luwu gitt mau qudc té cia Canada (IDAC)
vao ngay 20/06/2013 va c6 sb truy cap chi dinh 13 200613-01 duge phan lap tir phan lon
trong nam 1996 tai phong thi nghiém c6 thim quyén OIE d6i v6i Escherichia coli (EcL)
tai Khoa Thudc Tha y (Faculte de medicine veterinaire-FMV), trudng dai hoc Montreal
(Universite de Montreal-UdeM), Saint-Hyacinthe, Quebec, Canada by Dr. J.M.
Fairbrother.

Viéc xéac dinh ching dugc thyc hién béng cach st dung hé API. M3 API 20E dbi
v6i Master Seed 1a 5004552, Viée dinh kiéu huyét thanh ctia chung lién quan dén kiéu
huyét thanh O141:K94:H-.

Viéc dinh kiéu virut cia chung dugc thuc hién béng cach lai hoa khuan lac
va/hodc phan tng chdi polymeraza (polymerase chain reaction-PCR). Viéc dinh kiéu
virut chimg t6 rang ching la dwong tinh d6i véi F18 va AIDA trong khi né 4m tinh véi
cac doc t sau: STa, STb, LT, EASTI, Stx1, Stx2, CNF, F4, F5, F6, F17, F41, P, AFA,
Eae, Paa, Tsh, cac gen Aerobactin. Do d6, chiing nay la ching E.coli khong gay bénh.

Chung khang véi cac chit khang sinh: amoxicillin, ampicillin, clindamyxin,
doxyxyclin, erythromyxin, neomyxin, penicilin, spectinomyxin, streptomyxin,
sunfaclopyridazin, sunfadimetoxin, sunfathiazol, tiamulin, tilmicosin, tetraxyclin (clo
va oxy) va tylosin, trong khi nhay véi cac chét khang sinh sau: apramyxin, ceftiofur,

colistin, danofloxacin, enrofloxaxin, va gentamixin.

b) Ching E.coli F4 khong gay bénh
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Ching E.coli F4 khong gay bénh cling c6 thé duoc sit dung két hop véi ching
E.coli F18 khéng gy bénh dugc mo ta ¢ day. Theo mdt phuong an khong bi giéi han,
chung E.coli F4 khong gdy bénh 1a ching khong gdy bénh bat ky biéu hién yéu td di
truyén F4. Theo mét phuong 4n khéng bi giéi han, ching E.coli F4 khong gy bénh la
chung tai t6 hop, vi du, chiing pMKO005 (Kehoe va céac ddng tac gia, J Bacteriol. 1983
Sep;155(3):1071-7). Theo mdt phuong an khong bi gidi han khac, chung E.coli F4
khong gy bénh 1a chiing ty nhién, vi du, ching dwoc ndp luu tai Co quan luu gitt mu
quédc té cta Canada vao ngay 21/01/2005 va c6 s truy cap chi dinh 14 IDAC 210105-
01, nhu dugc mo ta trong Patent My s6 7,981,411,

Vidu?2

Theo khia canh rong, muc dich ctia nghién ciru nay 1a dé danh gid tac dong ctia
cac lidu dung theo dudng miéng khac nhau chira chiing F18 khong giy bénh dugc mo
ta & day dén su bai tiét phan cua ching va dén cac dap ung thé dich toan than khang

F18.

Bang 1 sau ddy tom tit chung vé so dd nghién ciru:

Ngay Su kién

0 Lon dugc dua dén phong thi nghiém va
phan thanh 3 nhém

0-5 Giai doan lam thich nghi moi truong

2va5dén 19 Lay méu phan lam PCR

5 Tiém chung

5dén 8, 10,12, 14, 16, 18 va 19 | LAy mAu phén dé dém ching vic-xin song

(dwa vao khudn lac tan huyét)

5,10, 12, 15va 19 Lay mAiu mau

8 Mb xé4c kham nghiém dau tién

19 M6 x4c kham nghiém cudi cung va két
thiic thir nghiém
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I — MO0 hinh nghién ctru
a) Pong vat

L4y miu méu cta 50 con lgn dang dugc nuodi dudng dé phan tich phat hién tinh
trang thu thé F18 va lon duge danh diu vao tai. Lon cai sita duge chon (duc va cai), do
tudi ndm trong khoang tir 17 dén 20 ngay, duoc cung cip tir trang trai dia phuong &
Monteregie, Quebec, Canada. Cac con lgn dugce van chuyén dén cac khu chuéng cach
ly. Trang trai dugc chon thé hién gan day khong c6 hoi ching ho hip va sinh san & lon
(Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome-PRRS) (it nhét trong 6 thang gén day)
va cdc thoi ky bénh sau cai sita. Lon 13 lon khée manh va c6 trong lwong nim trong
khoang tir 4 dén 6kg. Str dung téng s6 21 con lon dwong tinh ddi véi tinh trang thu thé
F18, phan chia ngiu nhién bang cach sir dung s thé dénh dAu trén tai thanh 3 nhém,
mdi nhém 7 con (ba lidu ché phdm F18 khac nhau). Vo ngy thtt 2 sau khi cai sita, 14y
mau phan dé xac dinh c6 tao khuan lac véi cac chiing dwong tinh F4 va chiing duong
tinh F18 hay khong bang cach sit dung PCR. Khéng phat hién con nio duong tinh véi

cac vi khuan dwong tinh F4 hodc vi khudn duong tinh F8 vao ngay thtt 2 sau khi cai sita.
b) Piéu kién chudng trai va thirc an

Céc nhém diéu tri duogc gitt trong cac phong riéng biét. Cho lon dugc tiép can tu
do v6i nude va cho an hai 1dn mot ngay trong qua trinh nghién ctru. Ché do an ctia lon
bao gém bot dau nanh chét lugng cao nhu duge mo ta trong Patent My sb 6,355,859.

Khéng dong thoi sir dung thude hodc tiém chiing trong qua trinh nghién ctru.
¢) Chuin bi va sit dung ching

Hai dudng cong sinh trudng dugc chudn b theo cach gidng nhau dé danh gid thoi
gian can thiét dé chung E.coli F18 khong gy bénh dat dugc hiéu suét t6i uu cia ching.
Working Seed (WS) duoc sit dung dé chuén bi dudng cong sinh truéng va mé nudi ciy
ma dugc sir dung dé didu ché ché phdm F18. Iml WS dugc sit dung dé ciy truyén 500mL
TrypticSoy Broth ma khong c6 cac nguyén li€u co ngudn gbe dong vat. Mé nudi ciy
duogc 0 trong khoang 6,5 gid & 37°C kém theo khudy(180 vong/phit). Thuc hién dém ca
thé séng dé danh gia hiéu sut cia mé nudi cdy chiung F18 va sit dung phan tmg PCR dé

chtng t6 rang chung thich hop duogc st dung trong qua trinh thir nghiém. Dua vao két
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qua nay, mé nudi cdy dugc diéu chinh dé dap ung duge cac liéu lugng can thtr nghiém,
sit dung TSB tiét trung ma khong cén cac vt liéu c6 ngudn gdc dong vat: Nhém 1,
5x108 CFU/liéu; Nhém 2, 1x10° CFU/liéu; va Nhom 3, 5x10° CFU/liéu.

Chin liéu ché pham chung F18 khéng gy bénh duoc chudn bi cho mdi hén hop,
2 con lon hodc nhidu hon duoc diéu tri dé bu su hao hut ché phim bét ky. 6ml ché pham
F18 dugc cung cép theo dudng miéng cho mdi con lgn. Ché phim F18 duoc cung cip

vao ngay tht 5 sau cai sita bang cach st dung 6ng thuc quan.
IT — Quan sat va danh gia
a) Suc khoe chung

Quan sét strc khoe chung cua lon hai 1an mét ngay: hanh vi, sy mat nuée, sy thém
an, va diéu kién sinh ly chung. Su van dong va 16ng ciing dugc danh gia.
b) Bénh ti€u chay

D0 dédc cua phan dugc cho diém hang ngay nhu sau: 0, binh thuong; 1, dang

nhdo; 2, c6 xuét hién dich 16ng nhung céc hat rin nhiéu hon dich 16ng; 3, xuat hién dich
16ng nhiéu hon céc hat rén; va 4, 10ng hoan toan.
¢) Su bai tiét ciia chung F18 khong gay bénh duoc st dung

Vao ngay thir 2 va ngay thir 5 dén 19 sau khi cai sira, thir nghiém phan bang PCR
(nhiéu thanh phan: LT, STa, STb va F4; F18, Stx2e va AIDA) sau khi lam giau trong
canh thit Luria-Bertoni (LB) dé kiém tra sy ¢6 mit ctia chiing F18 khong giy bénh duoc
sir dung trong mdi nhém. Mau duong tinh dbi véi F18 dugc cho 1a duong tinh dbi véi
chung F18 khong gy bénh duoc st dung. Vao ngay thir 5 dén 8, 10, 12, 14, 16, 18 va
19 sau khi cai sita, thuc hién dém ca thé sbng trén cac miu phan sir dung Tryptic Soy
Agar II (TSA 1II) - 5% huyét thanh ciru dé danh gia mirc ching F18 khong gy bénh
dugc st dung bai tiét ra sau khi dua vao. Chi dém céac khuén lac tan huyét ¢0 hinh thai

E.coli dién hinh.

d) Panh gia mién dich hoc
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Thu gom c4c mau mau vao ngdy 5, 10, 12, 5 va 19 sau khi cai sita dé danh gia
phan tmg mién dich t6i wu bai ELISA theo liéu lwong chiing 18 khong gy bénh dugc

st dung.
III — Mb xé4c kham nghiém
a) Mb xac kham nghiém

Thuc hién md x4c kham nghiém 14n ddu vao ngay thir 3 sau khi tiém chting, vao
ngay 8 sau khi cai sita trén 2 con lon dugc chon ngu nhién, va danh gia cac bat thuong
vé trong lwong. Thuc hién md xéc 1an thir hai vao cudi qua trinh nghién ciru, tirc 1a vao
ngay thir 19 sau khi cai stra, 1a ngay tht 14 sau khi tiém chung trén tat ca cac con lon

con lai.
b) B¢ dac cia phan trong rut

Do dic ctua phan trong rudt duge cho diém s trong rudt chay, rudt hoi, rudt tit,
rudt két va rudt théng nhu sau: 0, binh thuong; 1, nhdo; 2, xudt hién dich long nhung hat

ran nhiéu hon dich long; 3, xuét hién dich long nhiéu hon hat rin hodc long hoan toan.
¢) Su tao khuén lac boi chiing vAc-xin trong rudt hoi

LAy mau phén ru6dt hdi dai khoang 2cm nim & doan khoang 10cm dau gan chd
nbi rudt hdi manh trang. Thuc hién &ém vi khuén séng sir dung TSA 11 - 5% huyét thanh
curu, trong doé chi dém céac khuén lac tan huyét ¢6 hinh thai E.coli dién hinh.

IV — Két qua

Khong quan sat thdy con nao chét & ca lon duoc didu tri va lon d6i chung trong
toan bd nghién ciru. Tat ca lon duoc chon 1 duong tinh ddi véi thu thé F18 nhu phuong
phéap PCR-RFLP. N6i chung, lon c6 tinh trang strc khoe tdt trong sudt qua trinh nghién
ctru. MOt vai con lon ching t6 rang xuat hién ty 1& chét giam trude khi sir dung chiing
E.coli F18 khong gay bénh hodc do ton thuong, do d6 khong lién quan dén viéce sir dung
F18 khong gay bénh.

Trong qua trinh nghién ciru nay, diém so bang 2 hoac cao hon dugc coi la bénh

ti€u chay. Trén 21 con lgn, 5 con thé hién bénh tiéu chay nhe sau khi sir dung F18. 1
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con lgn (lon 8 5 trong nhom 3) bi bénh tidu chay (diém sé = 3) trong hai ngay lién tiép

(Bang 2a, 2b va 2c).

Thir nghiém hang ngay miu phan bang PCR dé phat hién sw xuat hién ctia ching
F18 duoc dwa vao; 3 con lon trong nhém 2 (1x10° CFU/lidu) duong tinh dbi véi chiing
F18 dugc dua vao, cubi cing, vao ngay thtr 11 sau khi tiém ching, trong d6 nhém 3
(5x10° CFU/liéu) ¢6 1 con lgn duong tinh vao ngay thit 10, 1 con lon vao ngay thit 8 va
3 con lon vao ngay thtr 7 sau khi tiém ching. P4i v6i nhém 1 (5x108 CFU/liéu), 1 con
lon dwong tinh d6i vé6i ching F18 khong gy bénh dugce sit dung vao ngay thir 8 sau khi
tiém chiing, 1 con lgn vao ngay thir 7 va 2 con lgn vao ngay thir 6 sau khi tiém ching

(Bang 2a, 2b va 2c¢).
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Su bai tiét qua phan cta ching F18 khong gay bénh duoc sir dung ciing duge
danh gia bang cach dém sb vi khuan tir cac mAu phan vao ngay thu 5 dén 8, 10, 12, 14,
16, 18 va 19. Fig.1 thé hién su bai tiét chung vi sinh vat sau khi str dung. Mtc vi khuén
duogc bai tiét & lidu luong thip hon (5x108 CFU) 14 16n hon hai mau khac, quan s4t thy

su bai tiét cao nhit ¢ cac con lon trong nhom 2, duge st dung lidu luong 1x10°CFU.

Khong quan sét thiy su bat thuong vé trong lugng ddi v6i cac bo phan bén trong.

D6 dic clia phan trong rudt duoc danh gia vé sy tich tu dich long.

Trong nghién ctru nay, diém sb = 2 hoac cao hon dugc cho 1a tich tu dich long
trong doan rudt vao ngay md xac kham nghiém. Bang 3a, 3b va 3¢ thé hién rang 1 con
lon trong nhém 1 ¢6 hai doan lién tiép c6 tich tu dich l1éng (diém sé = 2). Cac con lon

khac khong thé hién su tich tu dich long.

Khong quan sat thiy ¢6 hién tugng khong mong mudn lién quan dén viéc str dung
ching E.coli F18 khong gy bénh trong qué trinh nghién ciru, chimg t6 ring cac lidu

lugng thir nghiém noéi chung 13 an toan.

Dura vao danh gi4 su bai tiét chung vi sinh vat, PCR va va dém vi khuan chimg
t6 ring mirc 1x10° CFU/liéu 1a lidu lwong thich hop dé thu duoc su bai tiét qua phan kéo
dai cua chiing nay. Ca hai thir nghiém déu chimg t6 rang viéc sir dung chiing F18 khong
gy bénh & mirc 1x10°CFU/liéu duoc bai tiét trong quing thoi gian dai hon so véi cac

lidu lwong thir nghiém khac.
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Vidu 3

Theo khia canh rong, muc dich ciia nghién ctru nay la danh gia hiéu qua cia ché

pham hdn hop, bao gdm céac chiing F4 va E.coli F18 khong gy bénh dugc mo ta & day.

Bang 4 sau ddy tom tat tong thé lich trinh nghién ctru:

Ngay Su kién

0 Pua lon dén phong thi nghiém va phén thanh 2
nhom

0 dén 5 Giai doan lam thich nghi méi trudong

1,12, 14, 16,18 va 19 Lay mau phan lam PCR

4,12,17va19 Lay miu méu

5 St dung liéu luong hoic thude vo theo dudng
miéng

12,13 va 14 Cho thur thach

12, 14, 16, 18 va 19 Lay mau phan dé dém c4 thé song cua chiing
dugc thi thach

19 Mo xé4c kham nghiém cudi ciing va két thuc thir
nghiém

I — Md hinh nghién ctru
a) Pong vat

LAy mAu méu cta 50 con lon dugc nudi dudng dé phan tich phat hién thu thé F18
va céc lon nay dugce danh dAu vao tai. Lon cai sita dugc chon (duc va cai), do tudi nim
trong khoang tir 17 dén 21 ngay, do trang trai thwong mai nim trong ving Monteregie,
Quebec, Canada cung cdp. Van chuyén lon dén cac khu nghién ctru cach ly. Trang trai
chimg nhan gén déy (trong vong 6 thang gan ddy), khéng c6 hoi chimg ho hép va sinh
san lgn (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome -PRRS) va céc giai doan bénh

sau khi cai stta. Lon 1a lon khoe mach va cé trong luong nam trong khoang tur 4 dén okg.
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Str dung téng s6 20 con lon, duogc chia ngau nhién st dung s6 danh diu trén tai.
Str dung phan mém ngiu nhién dé phan bb ngau nhién 20 con lgn thanh 2 nhém, mdi
nhém 10 con (nhém d6i ching va nhém st dung ché pham). Vao ngay thtr 1 sau khi cai
sita, 14y mAu phan dé x4c dinh viéc xuat hién tao khudn lac cta ching dwong tinh F4-
ETEC giy bénh va cac chung duong tinh F18-ETEC/STEC c6 ngudn gbc tir trang trai
st dung phén tich PCR. Céac gen dugc danh diu 1a STa, STb, LT, F4, Stx2 va F18.
Khéng phéat hién con lgn nao duong tinh déi véi vi khuan F4-ETEC hodc F18-
ETEC/STEC vao ngay thit 1 sau khi cai sita.
b) biéu kién chudng trai va thirc an

Giit cac nhom duoc diéu tri va cdc nhém dbi chimg trong cac phong khac nhau.
Cho lon tiép can ty do v6i nude va thirc an trong qua trinh nghién ctu. Ché d6 an cia
lon bao gém bot dau nanh chét lvong cao nhu dugc mo ta trong Patent My 6 6,355,859.
Khéng cung cip dong thoi thubc hodc tiém ching trong qua trinh nghién ctu.
¢) Chuén bj va st dung ching

Ché phdm hdn hop dd hoan 4m duoc pha lodng dé thu duoc it nhit
5x108CFU/chung trong lidu lugng 6mL. Thudc vd bao gdbm 6ml nudce tinh khiét. Ché
pham hdn hop va thube vo duoc dua vao theo duong miéng bang cach sir dung bng tiém
¢ 6ng bang cao su.
d) Chuén bi va sir dung ching thir thach (F18-STEC EcL14724)

Chung thir thach nay duoc lvu mau tai Co quan c¢6 thim quyén luu gitt mau quéc
té cia Canada (IDAC) vao ngay 9/07/2013 va c6 sb truy cép chi dinh 1a 090713-01.

Chuén bi mé nudi cdy dé thu duoc lidu 1ay nhiém 13 1x10"'CFU/1 con lon. Sau
khi dua 10mL canxi cacbonat 1,2% (CaCOs3), Sml ching thir thach vao theo dudng
miéng cho tt ca cac lon bang cach sit dung dng thuc quan. Chung thir thach duoc dua
vao 3 ngay lién tiép, tirc 1 ngay 12, 13 va 14 sau khi cai stta & ndng do 1x10''CFU/liéu
hang ngay.
e) Quan sat va danh gia

Quan sat strc khoe chung cia lgn hai lan hang ngay: hoat dong, su them &n, tinh

trang sinh 1y chung, van déng va 16ng. Quan sat sy mat nudc va nhiét do co thé mot lan

-20-



29683

mdt ngdy. Su bai tiét cua ching thir thach dugc danh gia béi PCR va dém vi khuén séng
(CFU). Phén tich cac mAu mau st dung cac thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym
(Enzyme-Linked Immunosorbent assays-ELISA). Két qua duoc tinh 14 phén tram duong

tinh (percentage of positivity-PP%) so véi mau déi chimg dwong tinh.
IT — M6 x4c kham nghiém

Su tao khuén lac béi chung thir thach & rudt hdi va rudt tit duge xac dinh nhu
sau. Léy mau doan dai 2cm cua rudt hdi tai doan dai 10cm dau gén chd ndi rudt hdi
manh trang cling nhu phéan cta rudt tit. Thuc hién dém vi khuin séng bang cach st dung
TSA II - 5% huyét thanh ciru, trong d6 chi dém céc khudn lac tan huyét c6 hinh thai
E.coli dién hinh sau 12 dén 18 gio nubi cdy & 37°C.

1T — Két qua
a) Thong tin chung
Tir 50 con lon duge thir nghiém, 30 con d& bam dinh ching F18 va 20 con dugc
chon ngiu nhién dé thir nghiém. N6i chung, lon ¢6 ste khée t6t trude khi thir thach.
Bang 5 sau day thé hién két qua PCR ciia chiing thir thach d3 bai tiét tir phan cta

cac con lgn dugc diéu tri va con lon doi ching:

Lon (%) bai tiét chung thir thach vao ngay sau ngay thir thach

cuoi cung (ngay sau cai sita)

0(14) 2(16) 4 (18) 5(19)
Thudc vor 100% 100% 67% 56%
Ché pham hdn hop | 100% 60% 0% 0%

Nhu dugc chiing minh trong Bang 5, viéc sit dung ché phém hén hop lam giam
su bai tiét cua ching thir thach so v§i cac con lon str dung thudc vo. Hon mdt nira lon
st dung thudc vor (56%) van bai tiét chiing thir thach trong 5 ngay sau ngay thir thich
cubi cung (cudi thir nghiém) trong khi khong phat hién ching thir thach & cic con lgn

duogc diéu tri bang ché phim hdn hop sém hon 4 ngay so v&i ngay thir thich cubi ciing.

Fig.2 thé hién dém vi khudn séng (CFU)/g chiing thir thach d3 thai ra tir phan cia
lon dwoc diéu tri va lon dbi ching. Nhin thiy dinh nong do ching thir thach da thai ra
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sau khi cai sfta ngay thir 14 (0 ngay sau thir thach) ddi véi ca lon duoc diéu tri va lgn
dbi ching. Trong céc lon dugc diéu tri, nf“)ng do cda chung thir thach trong phan bt dau
giam vao ngdy thir 2 sau ngay thir thach 1an cudi (ngay thir 16 sau khi cai sita), va quan
sat thay tiép tuc giam so véi thube vor vao ngay thir 4 va 5 sau ngay thir thach cudi. Cac
két qua nay 1a theo két qua PCR. Chinh x4c hon, viéc st dung ché phdm hén hop 1am
giam muc thai ra ching thtr thach bdi khoang 2 logarit vao ngay thir 5 sau ngay thi
thach cudi (cudi nghién ctru).

b) Su tao khuén lac & rudt hoi va ruét tit boi ching tht thach

Quan sat théy cac sai khac vé sy tao khuén lac trong rudt gitta lon duogc diéu tri
va lon st dung thude vor ddi voi ca cac doan mod trong rudt (rudt hoi va rubt tit). Fig.3
chimg t6 rang viéc sit dung ché phdm hdn hop lam giam dang ké su tao khuén lac trong
rudt béi chiing thir thach. Chinh xac hon, viée st dung ché phdm hdn hop lam giam sy
tao khuén lac cta ching thir thach trong rudt hdi va rudt tit khoang 2 logarit vao ngay
thir 5 sau ngay thur thach cubi (cubi thir nghiém).
¢) Déanh gia phan ing mién dich

Dénh gia sy c6 mat ciia IgM toan than khang F18 tua vién trong cac méiu huyét
thanh st dung ELISA dac hiéu. Lon dugc diéu tri béng ché phém hon hop thé hién phéan
tmg mién dich dic hiéu sém 7 ngay sau khi str dung (Fig.4).

Duya vao viéc lam giam sy tao khuén lac chung thir thach, giam su bai tiét va kich
thich cac khang thé khang F18 dic hiéu, nghién ciru nay dé xuét rang viéc str dung ché
pham chira chiing F18 khéng gy bénh theo duong rudt duge mé ta & ddy 14 c6 kha nang
phong ngira su 14y nhiém vi khudn dudng rudt E.coli F18.

Vidu4

Theo khia canh rong, muc dich cia nghién ctru nay la danh gia hiéu qua cua

chung E.coli F18 khong gdy bénh dugc mo ta ¢ day.
I — M6 hinh nghién ctru

a) Bong vat
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Trudce khi dua dong vat vao khu thit nghiém, 10 con lgn duge nudi dudng c¢& 10
ltra dé, trong tong sb khoang 100 con lgn, dugc 1y mau & tram nudi lon néi dé phan 1ap
ADN va sang loc d6i vdi tinh trang thu thé F18 (RF18+) béi phuong phap RFLP-PCR.
30 con lon RF18+ dugc phan bd ngiu nhién giita cdc nhom bang khdi chin theo lira dé
(theo ty 1€ 1:1), v6i sy tao thanh ¢& chian n = 6. Céc con lgn dugc chi dinh vao mdt trong
cac nhém sau: T1 dugce cho sir dung ching thir nghiém F18 khong gdy bénh (n=15); va

T2 dugce cho st dung thude vor (n=15).

Céc con lon thude nhém duoc didu tri (T1) duge dua vao chd quay trong phong
thir nghiém va céc con lon trong nhém sir dung thude vo (T2) duge dua vao chd quiy
trong phong thir nghiém khéc cho dén giai doan thit thach. Vao ngay thir thach, tirc 1a
11 ngay sau khi stt dung chung E.coli F18 khong gdy bénh hodc thube vo, trude khi thir
thach, lon thudéc nhém T1 (n = 15) va T2 (n = 15) duge chuyén vao hai khu quay riéng
nam trong phong thir thach. T4t ca 15 con lon trong nhém diéu tri dic biét dugc dua vao
khu quay tuong tng. Trong toan by nghién ctru, cac con lgn duoc cho tiép can tu do véi
nudc, ngoai trir trong thoi gian thu nude lai trude khi tiém chung. Cho lgn dn bt dau

nanh chét lugng cao hai 1n mot ngay (Patent M§ s6 U.S. 6,355,859).

Vao ngay tht 1 sau khi cai sita, 14y méu phan dé xac dinh su tn tai ctia khuan
lac v6i ching duong tinh F4-ETEC gay bénh va cac ching duong tinh F18-ETEC/STEC
bét nguén tir trang trai st dung phan tich PCR. Céc gen dich 1a STa, STb, LT, F4, Stx2
va F18. Khong phat hién con lon nao duong tinh dbi v6i vi khuan F4-ETEC hoac F18-
ETEC/STEC vao ngay thir 1 sau khi cai sita. 3 con lon thuoc nhém T1 duge rut khoi
nghién ctiu vi cac ly do strc khoe cua lon. Céc hién tugng bét loi duoc cho 12 khong lién

quan dén viéc st dung chiing E.coli F18 khong gy bénh.

Bang 6 sau ddy tom tit chung vé lon dugc sir dung:

Loai Lon nudi trong nha (Pen Ar Lan Naima). Gidng lon nay

1a gidng lai c6 ban tai My, Chau Au va Chau A

S6 lwong va gidi tinh 30 con; 30% con duc bj thién va 70 con cai

Nha cung cap Trang trai thwong mai, Montérégie, Québec, Canada

-23-



29683

Tudi khi thtr nghiém

Piéu khoan thr nghiém nhim cung cép ching thir

nghiém cho lon c6 do tudi khoang 17 ngay

nghién ctru

Trong luong khi bat dau | 3,120-7,295kg

Lam quen v6i moi truong | 1 ngay

Thube

khong st dung dong thoi thude hodc tiém chiing trong
3 ngay trudce khi nghién ciru va trong qua trinh nghién

ctru doi vai bat ky con lgn lam nghién ctru nao

Bang 7 sau dy tom tit chung v& md hinh nghién ciru:

Ngay hoat dong

T1 12

Ngay 2

Dua lon vao RF18+ vao khu chudng biét 1ap va phan ngiu

nhién lon, kiém soat sttc khée chung va trong luong

Ngay 0 (khoang 17

ngay tudi)

Cung cap F18 khong gy bénh Thubc vo

Ngay 1-11

Kiém soat sttc khde hang ngay

Ngay 11, 12, 13

Thir théach bang F8-STEC

Ngay 11 dén 18

Quan sat ve strc khoe

Ngay 18

M0 xéc kham nghi€ém va vi sinh

IT — Quy trinh va kiém tra

Lon thudoc nhém T1 va nhém T2 co thé khong dugc dua vao do ban chét cia san

pham thtr nghiém (tic 14, vacxin song) yéu cau lon duge dicu tri can dugc nhot riéng

v6i nhém dbi chung diéu tri bang thube vo. Dung dich ching E.coli F18 khong gay bénh

va thudce v dugce chuan bi béi nguoi khong li€n quan dén giai doan phat trién cua lon.

M3i "A" va "B" duogc ky hiéu ngiu nhién cho dung dich ching E.coli F18 khong gy

bénh va thudc vo. Cac phong duogc chi dinh diéu tri ngau nhién va ky hiéu 1a phong 1

va 2. Mdi phong chita tht ca lon thudc nhom T1 hodc tt ca lon thude nhém T2 duogc

-24-




29683

dua vao trong mdt khu quay. Nguoi lién quan dén céc giai doan phét trién cua lon va
1am phan tich thi nghiém khéng dugc biét vé viéc diéu tri va vi tri phong. Déi véi giai
doan md xac kham nghiém, trinh tw lon cho mé xac kham nghiém duge chi dinh ngiu
nhién va lon dugc ky hi¢u lai 1a tor A dén AD. Nguoi thuce hién md xac kham nghiém
khong biét vé ky hiéu lon va cach diéu tri. Ma sé ngiu nhién duoc giit trong phong bi

dan kin bdi nguoi théng ké sinh hoc chiu trach nhiém.
a) Chuén bi va st dung ching E.coli F18 khong gy bénh

Ching E.coli F18 khong gdy bénh dugc nudi cdy trong thing gdy men, sau do6
Janh d6ng vi khudn va bao quan & -78°C trong cac lo thuy tinh dung tich 10mL chira
200 lidu lwong thap. Vi khudn lanh dong dugc pha lodng véi nuéc & nhiét do trong

phong trudce khi sir dung.

Liéu duoc st dung mot 1n mot ngay sau khi cai sita (Ngay 0) & mirc khoang
3x108CFU trong 2-mL liéu. Sir dung lidu lwong theo duong miéng bang cach si dung
dng tiém nbi voi dng cao su. Cac lon dbi chimg duoc nhan cling lwgng dung dich thube

vO (nudc).
b) Chiing thit thach (chung F18-STEC EcL 14724)

Chung thtr thach dugce st dung trong thir nghiém nay duoc phan 1ap lai tr lon
(#381) trude khi duogce thir thach bang chung EcL 14724 (dwong tinh ddi véi Stx2, F18ab,
AIDA va Paa). Chung thit thach dugc cho sit dung qua dudng miéng mot l4n trong 3
ngay lién tiép 11, 12 va 13 cia nghién ctru & mirc liéu lugng khoang 1x10'°CFU/lgn.
MB&i liu lugng thir thach dugc dua vao bang cach sit dung vién nang gelatin thay thé
cho viéc str dung 6ng thong thuc quan. Carbadox (khang sinh kich thich gidi phéng
shigatoxin) dugc cho sir dung theo duong miéng trong vién nang gelatin ngay sau khi

st dung chung thtr thach dé kich thich giai phong Shigatoxin.
c¢) banh gié stc khoe chung

Quan sat strc khoe chung ctia lgn mot 1an mot ngay trudc giai doan thir thach.
Sau lan thir thach thir nhat, kiém soat strc khée cua lon hai lan hang ngay, bao gém tam
trang, su mét nudc, su thém an va ddu hiéu 1am sang bét ky lién quan dén bénh phu: mat

diéu hoa, phti mat hodc cac chi, dot ti.
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d) Banh gié su chay thao cia chung thir thach

Su chéy théo phén cua ching thir thach dugc dinh tinh bing cach sir dung phurong
phap Most-Probable-Number PCR (MPN-PCR) dich 14 gen ma hoa dbi véi protein chinh
FedA cua F18 tua vién.

e) M6 xac kham nghiém

Thuc hién md x4c kham nghiém 7 ngay sau khi thir thach 1an dau. Su tao khuin
lac & rudt tit boi chung thir thach dwoc dinh tinh bang cach st dung phwong phap Most-
Probable-Number PCR dich 1 gen ma hoa déi vdi protein chinh FedA ciia F18 tua vién

bang cach sir dung phdn mo dai khoang 2cm?.
11T — Két qua

Phén tich PCR ching t6 hi€u qua cta viéc sir dung Ching F18 khong giy bénh
dé phong ngira sy bai tiét chung giy bénh tao doc t shigatoxin F18 thach thirc. Quan
sat théy su chay thao phan giam khoang 2,5 logarit ¢ lon dugc diéu tri so voi lon st
dung thubc vor 4 ngay sau tht thach 14n cudi (Bang 8). 4 ngay sau khi thir thach 14n cudi,
93% lon str dung thube vo chay thao nhidu hon 1x10° CFU chiing thir thach/g mau phan
trong khi chi 42% lon duoc diéu tri c6 hién twong nay (Bang 9).

Bang 8 sau ddy thé hién su chay thao chung thir thach 4 ngay sau thir nghiém lan

cuoi:

Trung binh lvgng chay thdo (CFU cua ching thir
thach/g mau phan)

Lon st dung thudc vo | 7,8x10°

Lon dugc diéu tri 5,2x10*

Bang 9 sau day thé hién ty 1& lon chay thdo chung thir thach & lugng vi khuan

khéc nhau 4 ngay sau khi thir thach 1an cudi:

CFU cta ching thir thach/g mau phan
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<1x10* 10* 10° >1x10°
Lon su dung thudc vor 0% 7% 33% 60%
Lon duogc diéu tri 25% 33% 17% 25%

Quan sét thiy giam khoang 1 logarit chung thir thach dugc phat hién trong rudt
tit d6i véi cac lon duoc didu tri (cho str dung chiing E.coli F18 khong giy bénh) so véi
lon st dung thudc vo 5 ngay sau thir thach lan cudi (Bang 10). 5 ngay sau thir thich lan
cubi, hon 53% lon st dung thube v chay thao nhiéu hon 1x10°CFU chiing thir thach/g
phén & mo rudt tit trong khi chi 8% dong vat diéu tri dat duoc két qua nay (Bang 11).
Hon 80% lgn st dung thudc vér c6 tao khuén lac trong rudt tit boi nhiéu hon 1x10* CFU

chung thtr thach/g rudt tit so véi 50% lon dugc diéu tri 5 ngay sau thir thach 1an cubi

(Bang 11).

Bang 10 sau thé hién sy tao khuan lac & rudt tit bai ching thir thach 5 ngay sau

thir thach 14n cudi:

Trung binh tao khuan lac trong phan (CFU

ching tht thach/g mo phan)

Lon st dung thubc vor

3,4x10°

Lon duoc diéu tri

1,5x10*

Bang 11 sau day thé hién ty 1é lon c6 tao khuan lac trong rudt tit béi ching thir

thach & luong vi khudn khéc nhau 5 ngay sau khi thir thach lan cudi:

CFU cua chiing thir thach/g mau phan

<1x10% | 102 103 104 >1x10°
Lon st dung thubc vor 7% 7% 7% 27% 53%
Lon dugc diéu tri 8% 17% 25% 42% 8%
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Dua vao viée 1am giam tao khuin lac ching thtr thach va giam bai tiét, nghién
ctru ndy dé xudt ring sy sit dung theo dudng rudt ché pham chira ching E.coli F18 khong
g4y bénh c6 kha nang phong ngira sy 14y nhidm vi khuan duong rudt gay bénh phu E.coli
F18.

Céc diéu sau ddy mo ta chi tiét hon cac vi du vé cac phuong 4n khong han ché

theo sang ché:

Céc diéu:

Pidu 1: Ching E. coli phan lap dugc ndp luu tai Co quan luu gitt mau qudc té cia Canada
(IDAC) vao ngay 20/06/2013 va c6 sb truy cap chi dinh 13 200613-01.

Piéu 2: Chung E.coli phan 1ap theo diéu 1, trong d6 ching nay & dang dong kho.

Diéu 3: Chung E.coli phan 1ap theo didu 1, trong d6 ching nay & dang dong lanh.

Pidu 4: Ching E.coli phan 1ap theo diéu 1, trong d6 chiing nay & dang két hop véi chat
mang dwoc chip nhan trong thirc an cho vat nudi.

Pidu 5: Ché phdm chira chiing E.coli phan 1ap theo didu bat ky trong sb cac didu tir 1
dén 3 va chit mang duoc chip nhén trong thirc an cho vat nuoi.

Diéu 6: Ché phim theo didu 5, con bao gdm E.coli phan 14p séng khong gay bénh, biéu
hién F4 tua vién.

Diéu 7: Ché phim theo diéu 6, trong d6 E.coli khong gy bénh nay ma biéu hién F4 tua
vién 1a ching dugc ndp lwu tai Co quan luu gitt mau quéc té Canada (IDAC) vao ngay
21/01/2005 va c6 sb truy cap chi dinh 12 IDAC 210105-01.

Piéu 8: Phuong phap phong ngira su 1ay nhiém qua dudng rudt E.coli giy bénh & dong
vat, bao gém viéc cho dong vat sit dung mdt lugng hitu hi€u chung E.coli séng duoc
nép luu tai Co quan luu gitr mau qudc té ciia Canada (IDAC) vao ngay 20/06/2013 va
c6 sb truy cap chi dinh 12 200613-01 theo dudng rudt.

Piéu 9: Phuong phap theo diéu 8, trong do viéc sir dung theo duong rudt dat duge bang

cach dua ching E.coli song vao qua dudng miéng.

Diéu 10: Phuong phép theo diéu 8 hoac 9, trong d6 chiing E.coli séng ndy & dang dong
kho.
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Pidu 11: Phuong phép theo diéu 8 hodc 9, trong d6 ching E.coli sdng nay c6 dang lanh
dong.
Piéu 12: Phuong phép theo diéu 8 hodc 9, trong d6 ching E.coli séng nay & dang két

hop v6i chit mang dugc chip nhan trong thirc in cho vat nuoi.

Piéu 13: Phuong phap theo diéu bét ky trong s cac diéu tir 8 dén 12, trong d6 lugng co
tac dung it nhat 1a 5x107 CFU.

Diéu 14: Phuong phép theo didu bt ky trong sb cac diéu tir 8 dén 12, trong d6 dong vt

la lon.

Piéu 15: Phuong phap phong ngira bénh phu hoic tiéu chay do 1ay nhiém E.coli gdy
bénh F18 & dong vat, bao gdm viée cho dong vat sir dung ching E.coli séng dugc nop
lwu tai Co quan luu giit mau qudc té ctia Canada (IDAC) vao ngiy 20/06/2013 va c6 sb
truy cap chi dinh 14 200613-01 theo dudong rugt.

Diéu 16: Phuong phép theo diéu 15, trong d6 viéc st dung theo dudng rudt dat dugc
bang cach dua chung E.coli sdng vao theo dudong miéng.

Pidu 17: Phuong phap theo diéu 15 hodc 16, trong d6 ching E.coli séng nay c6 dang
dong kho.

Diéu 18: Phuong phép theo diéu 15 hoic 16, trong d6 ching E.coli séng nay c6 dang
lanh dong.

Diéu 19: Phuong phép theo didu 15 hodc 16, trong d6 chung E.coli sbng nay & dang két
hop v6i chit mang duoc chap nhan trong thirc dn cho vat nudi.

Diéu 20: Phuong phép theo diéu bat ky trong s6 cac diéu tir 15 to 19, trong d6 lwong ¢
tac dung it nhat 1a 5x107 CFU.

Piéu 21: Phuong phap theo diéu bat ky trong s6 cac didu tir 15 dén 20, trong d6 dong
véat nay 1a lon.

Diéu 22: St dung mdt lugng hitu hiéu luong c6 tac dung ching E.coli séng duoc nop
Itru tai Co quan luu giit mau quéc té ciia Canada (IDAC) vao ngay 20/06/2013 va c6 s6
truy cap chi dinh 13 200613-01 dé phong ngira su 1y nhiém dudng rudt E.coli gay bénh
& dong vat, chung nay phi hop dé phan phdi qua duong rudt & dong vat.
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Piéu 23: Sir dung mét lugng hitu hiéu ching E.coli sbng duge nop huu tai Co quan hru
gitt miu quéc té cia Canada (IDAC) vao ngay 20/06/2013 va c6 sé truy cap chi dinh 12
200613-01 dé bao ché ché phdm st dung dé phong ngira sy 14y nhiém duong rudt E.coli
gy bénh & dong vat, ché phdm thich hop dé phan phdi qua dudng rudt & dong vat.

Piéu 24: St dung mot lwong hitu hiu ching E.coli sbng duge ndp luu tai Co quan leu
gitt mau quéc té cia Canada (IDAC) vao ngay 20/06/2013 va c6 sb truy cap chi dinh 1a
200613-01 dé phong ngira bénh phi hodic bénh tiéu chay do su lay nhiém E.coli giy
bénh F18 & dong vét, chiing nay thich hop dé st dung theo dudng rudt & dong vat.

Piédu 25: Sir dung mot lwgng hitu hiéu ching E.coli séng duge ndp luu tai Co quan luu
gitt miu quéc té cia Canada (IDAC) vao ngay 20/06/2013 va cé sb truy cap chi dinh 1a
200613-01 dé bao ché ché pham dé st dung phong ngira bénh phii hodic bénh tiéu chay
do 1ay nhim E.coli giy bénh F18 & dong vat, ché phidm nay thich hop dé sir dung theo
dudng rudt & dong vat.

Diéu 26: Str dung theo diéu bét ky trong s6 cac diéu 22 to 25, trong d6 chiing E.coli séng
nay thich hop dé st dung theo dudng miéng.

Diéu 27: St dung theo diéu bat ky trong s cac diéu tir 22 dén 26, trong d6 chiing E.coli
séng nay c6 dang dong khé.

Diéu 28: St dung theo didu bét ky trong sb cac diéu tir 22 dén 26, trong d6 ching E. coli
sdng nay c6 dang lanh dong.

Diéu 29: St dung theo didu bét ky trong sb cac diéu tir 22 dén 26, trong d6 ching E.coli

sng nay & dang két hop voi chit mang duoc chip nhén trong thirc an cho vat nudi.
Diéu 30: St dung theo diéu bit ky trong s6 cac didu tir 22 dén 29, trong d6 lwong c6 tac
dung nay it nhat khoang 5x107 CFU.

Diéu 31: Str dung theo diéu bét ky trong sb cac diéu tir 22 dén 30, trong d6 dong vat 1a
lon. |

Diéu 32: Chiing E. coli phan 14p theo diéu bat ky trong s6 cac diéu tir 1 dén 4, dé st dung
phong ngira sy 14y nhiém dudng rudt E.coli giy bénh & dong vat, ching nay thich hgp

dé sir dung theo dudong rudt & dong vat.
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Piéu 33: Chiing E. coli phan 1ap theo didu bét ky trong sb cac diéu tir 1 dén 4, dé str dung
bao ché ché pham dé st dung phong ngira sy 1y nhiém duong rudt E.coli giy bénh &

dong vat, ché phém nay thich hgp dé sir dung theo duong rudt & dong vat.

Diéu 34: Chiing E.coli phén lap theo diéu bt ky trong s cac diéu tir 1 dén 4, dé st dung
phong ngira bénh phi hoic tiéu chay do su liy nhiém E.coli gdy bénh F18 & dong vat,
chung nay thich hop dé str dung theo dudng rudt & dong vat.

Diéu 35: Chung E.coli phan 14p theo diéu bét ky trong s cac didu tir 1 dén 4, dé st dung
bao ché ché pham dé st dung phong ngira bénh phii hoc tiéu chay do lay nhiém E.coli
gy bénh F18 & dong vét, ché phim nay thich hop dé sit dung theo duong rudt & dong

vat.

Luu ¥ ring céc tiéu dé chinh va tiéu d& phu c6 trong toan bd ban mo ta sang ché
1a @ thuén tién cho ngudi doc, khong c6 nghia lam giGi han pham vi cia sang ché. Hon
nita, mot sb 1y thuyét duoc dé xuit va mo ta & day; tuy nhién cho du ching 13 ding hay
sai nhung chiing s& khong 1am gidi han pham vi cta sang ché mién 14 sang ché duoc
thuc hién theo mo ta sang ché ma khong cdn xem xét dén bat ky 1y thuyét hodc so dd

phan ting cu thé nao.

Nguoi c6 ki thuat trung binh trong linh vuc s& hiéu ring trong toan bd ban mo ta
sang ché, tir duoc st dung o sb it s& bao ham cac phuong an gdm mot hodc nhidu. Nguoi
¢6 k§ thuat trung binh trong linh vuc ciing sé hiéu rang trong toan bd ban mo ta, thuat
ngir "bao gdbm", dong nghia v4i "gdm", "chira" hodc "dic trung bai" 12 ké ca hodc khong
han ché va khéng loai trir cac yéu td va cac bude phuong phap duoc bd sung, chua liét
keé.

Trir khi duge x4c dinh khac, tit ca cac thuét ngit k§ thuat va khoa hoc & day co
nghia giéng nhau nhu thuong duoc hiéu béi nguoi ¢ k§ thuat trung binh trong linh vire
ma sang ché dé cap dén. Trong trudong hop c6 mau thuin, tai liéu sang ché bao gdm céc

dinh nghia s& quyét dinh.

Trong khi cac nghién ctru dugc mod ta & day st dung lgn cai sita, nguodi c6 k¥
thuat trung binh trong linh virc s& hiéu ngay rang lon dugc diéu tri c6 thé thay thé bang

lon chua cai stta.
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"

Nhu dugc sir dung & ddy, thudt ngit "xung quanh", "khoang" hoic "xip xi"
thuong c6 nghia trong khoang 20%, uu tién trong khoang 10%, va uu tién hon nira 1a
trong khoang 5% gi4 tri hodc pham vi da cho. Luong sé hoc dua ra & day thuong 13 gan
dung; c6 nghia 1a thuat ngfr "xung quanh", "khoang" hodc "x4p xi" c¢6 thé duoc phong

doéan néu khong dugc néu rd rang.

T4t ca c4c tai liéu tham khao néu trong toan bd ban mé ta nay duogc dé két hop o
day la dé tham khao.

Pham vi ciia yéu cu bao ho s& khong bi giéi han boi cac phuong 4n néu trong
céc vi du, tuy nhién can dugc hiéu theo nghia réng nhit phit hop véi toan bd phin mo

ta.
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YEU CAUBAO HO
1. Chung E.coli phan 1ap da ndp luu tai Co quan huu giit mau qudc té ctia Canada (IDAC)
vao ngay 20/06/2013 va ¢6 s truy cap dugc chi dinh 1a 200613-01.
2. Ching E.coli phén lap theo diém 1, trong d6 ching nay & dang déng kh.
3. Chiing E.coli phan 1ap theo diém 1, trong d6 ching nay & dang déng lanh.
4. Ching E.coli phan 1ap theo diém 1, trong d6 chung nay dwoc két hop véi chit mang
dugc chép nhan trong thirc an cho vat nuoi.
5. Ché phdm chira chung E.coli phan lap da duoc ndp luu tai Co quan luu gitt mau qudc
té ciia Canada (IDAC) vao ngay 20/06/2013 va c6 s6 truy cap duoc chi dinh 12 200613-
01 va chat mang duge chip nhén trong thirc in cho vat nudi.
6. Ché phdm theo diém 5, trong d6 ché phidm nay con chwra E.coli sdng khong gy bénh
dugc phan 1ap biéu hién F4 tua vién.
7. Ché pham theo diém 6, trong d6 E.coli khong gy bénh biéu hién F4 tua vién la ching
da nop luu tai Co quan luu gitr mau qudc té ciia Canada (IDAC) vao ngay 21/01/2005
va 6 s6 truy cap duge chi dinh 1 IDAC 210105-01.
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