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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap t6i vacxin chira vi khuén dugc gidm doc luc, cu thé 1a cac
vacxin tao sy bdo v€ rdng, an toan va hi€u qua cho c4 chéng lai sy nhiém khuan/bénh
gdy ra boi Flavobacterium spp., bao gdm Flavobacterium columnare (F.
columnare). Sang ché con @& cép t6i phuwong phap san xudt vi khudn dugc giam doc
luc, va viéc xac dinh céc bién dbi cta axit nucleic lién quan t¢i tinh doc giam cua vi
khuén duoc giam doc luc. Séng ché con dé cap téi chit dém 6n dinh, va phuong

phép st dung ching, dé 6n dinh vi khuén duoc giam doc luc da boc 19.

Do d6, sang ché dé cap t6i ché phdm giy mién dich 6n dinh hodc ché phdm
vacxin chita vi khuén theo sang ché; vi du, vi khudn séng duoc giam doc luc. Vi
khuén con c6 thé dugc bét hoat trong ché phim; nhung dic biét ¢6 loi 14 vi khuan 12
vi khudn Flavobacterium spp. séng dugc giam doc luc. Do d6, sang ché con d& cap
t6i phuong phéap diéu ché va/hodc bao ché ché phim nay; vi du, nudi ciy hodc nudi
hodc nhan giéng vi khuén trén hoiic trong moi trudong thich hgp, thu hoach vi khudn,
bét hoat thy ¥ vi khudn, va tron 14n tiy ¥ vi khudn véi chit mang, chét phu gia, chat
pha loang hodc chit din thudc va/hodc ta duge va/hodc chét 6n dinh thich hop chép
nhan duogc vé mit duge hoc va trong tha y. Do dé, sang ché con d& cap téi viée su

dung vi khuin dé bao ché ché phdm nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Flavobacterium columnare, tic nhan gy bénh tring dudi, gy ra thit thoat
16n vé kinh té hang nam déi v6i nganh cong nghiép nudi ca tré nudi & M§ va nhidu
loai ¢4 nudi khac [1]. P duoc ghi nhén 13 tdc nhan gy bénh toan cdu cia ca nude
ngot dnh hudng toi quﬁn thé ca tu nhién, c4 dugc nudi va cé canh ké ca céc loai quan
trong vé thuong mai [2-4]. Bénh dich dong vat vé bénh tring dudi thuong xay ra

trong cic quan thé tu nhién va pha hiiy/gay khé khan & trang trai c4, trai gidng, ao,
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tram va chuéng ddc biét 1a ca gilt & cac didu kién nudi céy tip trung véi chét lugng
nuée thap [5]. Trong nganh cong nghiép nudi ca tré, bénh tring dudi 12 nguyén nhan
chinh gay chét ca tré, ti 1& chét trong ao trong sb cac con truwdng thanh va céc con
gidng c6 thé dat 1an luot 12 60 va 90% [6]. Bénh tring dudi 1a mot trong s cac bénh
xay ra thuong nhét & cé tré, twong Gmg véi trung binh 41% trong téng s cac truong
hop duogc dua ra dé xem xét tir nam 2001 t6i 2010 [7]. Bénh tring dudi hogdic nhidm
khuan hdn hop bao gdm bénh trang dudi dwoc xem 1a nguyén nhan 16n nhét gy that
thoat kinh té & cac trang trai ca tré v6i hon 70% ngudi nudi ca tré duoc phong van &
4 bang san xudt c4 tré 16n nhét [8]. C4 tré & do tudi bat ky, trong tit ca cac mua, va
trong hang loat cac diéu kién nuéc nhay cam véi sy nhidm khudn bénh tring dudi

[9].

Viéc tang cudng cac hoat dong nudi trdng thiy san da 1am tang ti 16 mic phai
céc bénh truyén nhidm [10]. Su phét trién bén vimg ctia nudi trong thiy san dua vao
su phong nglra bénh va sy tiém chung vacxin da trd thanh cong cu tot nhat dé dat
duoc muc tiéu d6. Vacxin hiéu qua cudi cing 12 phuong phap phong bénh an toan
nhét dé tranh bénh truyén nhiém. Hon nita, viéc str dung thude khang sinh trong nudi

trdng thiy san da giam dang ké tir khi dung vacxin [11].

F. columnare 1a nhom khong tuong ddng vé mit di truyén cia cac tac nhan
gdy bénh, dugc chia thanh ba giéng chinh khac nhau va cic ching khac nhau vé mit
di truyén trong céc loai thé hién mic do khac nhau cua tinh doc dbi voi cac loai ca
khac nhau [12-15]. Cac ching giéng IT dugc tim thdy c6 tinh doc hon dang ké dbi
v6i cé tré séng so voi cac chiing giéng I va ciing ¢6 kha nang bam dinh cao hon [14,
16]. Phuong phép khang rifampixin dugc st dung thanh cong dé phat trién vacxin
chuta vi khudn séng dugc giam doc luc dugc cai bién dé ding thuong mai trong nudi
trdng thuy san [17, 18]. Gan ddy, vacxin chira F. columnare sbng dugc cai bién da
c6 dé dung cho thuong mai dé ngan ngira bénh tring dudi véi tén duge cip phép 1a
AQUA VAC-COL™, Thanh phan hoat tinh trong vacxin nay 13 thé dot bién khang
rifampixin khong ddc ctia F. columnare gidng I, nhém it tinh doc hon. Hiéu qua ctia

vacxin nay dugc ban thao cong khai tir cac trang trai. Gan ddy, cac tac gia sang ché
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da phat trién céc thé dot bién an toan, va on dinh vinh vién, khang rifampixin tir cac
chung giong II, nhém c6 tinh ddc cao. Vi cac ching giong II ¢6 tinh ddc hon, vacxin
cu thé nham dich gidong nay c6 kha ndng lam ting hiéu qud bao v¢ cla viéc dung

vacxin.

Do d6, muc dich ciia nghién ctu nay 14 dé danh gia hiéu qua ¢ ca ngua van,
c4 tré séng, va ca rd phi séng Nile ctia vacxin chita F. columnare séng duge cai bién
méi (thé dot bién) dugc phat trién bai sy chuyén lap lai cia cic chung gidng II ¢o
tinh ddc trén moi truong chira ndng dd ting dan rifampixin. Do d6, muc dich chinh

cua sang ché la tao vacxin chtta F. columnare an toan va hiéu qua.
Ban chat k§ thuit cta sang che

Sang ché dé cap toi cac ching F. columnare duge giam doc luc méi, c6 kha
ning tao cho cé tinh mién dich bao vé an toan, hidu qua, va rong. Lién quan t&i ching
b6 me doc, ching dugc giam ddc luc dugc boc 16 1a cd mot hodc nhiéu su khéc biét
di truyén, bao gdm chén vao, x6a bod va thay thé, su c6 mit ctia chung lién quan tdi

ddc tinh dugce lam giam.

Muc dich khéc ctua sang ché 13 tao ché phidm vacxin chtra F. columnare an
toan va hiéu qua, ciing nhu phuong phéap didu tri va phong ngira nhiém khuén F.
columnare. Cu thé 13, ché phim c6 thé con chua chit dém n dinh, chira hdn hop
mudi, bao gdm, vi du, sulfat, clorua, va phosphat. Chat dém c6 thé cho phép vi khuin
duy tri su séng trong khoang thoi gian kéo dai, bao gdm tdi it nhat khoang 1 nim,
hodc 1au hon. Theo mot phuong an t&i wu, chit dém cho phép su 6n dinh trong bao
quan kéo dai ndy & nhiéu mirc nhiét do, bao gdm nhiét do phong, c6 thé 1a khoang
tir 18°C t61 24°C (tr 65 tGi 75°F), hodc nhiét dd cao hon, vi du nhu cac nhiét do cé
thé thuong gip trong qué trinh van chuyén va bao quan ché pham mién dich. Theo
mot phuong an cu thé, chit dém chua sit sulfat, canxi clorua, kali phosphat

monobazo, va magie sulfat, véi luong du d€ dem lai sy On dinh bao quan kéo dai.
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Sang ché con d& cap téi phuong phép kich thich dap tng bao vé bao gdm
mién dich & ca chdng lai F. columnare, cling nhu cac phuong phap ngin ngira hoic
diéu tri F. columnare, hodc tinh trang bénh gay ra boi F. columnare, bao gdm st
dung chung dugc giam ddc luc, hodc ché phém chtra chung dugc gidm doc luc cho
c4 can diéu tri. B9 kit chua it nhét mot chung F. columnare dugc gidm doc luc va

huéng dan st dung ctia né cling duoc cung cap.

Céc phuong an nay va cac phuong an khéc duge boc 16 hodc dugce l1am rd tu

va dugc bao ham bdi, phan mo ta chi tiét sau day.
Mo ta van tit cac hinh vé

Ban mo ta ddy du va duge boc 10 theo sang ché, bao gdm phuong an tt nhat
cua né, véi nguoi cod hiéu biét trung binh trong linh vuc, dugc quy dinh cu thé hon

trong phan con lai cia ban md ta, bao gdm vién dan dén hinh v& di kém, trong do:

FIG. 1 thé hién muc trung binh/gia tri trung binh cta ti 18 chét tich lu§ hing
ngdy clia ca ngua van duoc tiém ching vacxin theo cich ngam véi 17-23, 16-534,
FCR hodc tiém ching vacxin gia va dugc thach thic theo cach ngdm & 28 dpv voéi
BGFS-27 (chung F. columnare gidng II ddc), ti 1& chét tich luy duoc tinh toan tir 1an

tht tiém chung vacxin 1;

FIG. 2 thé hién muc trung binh/gi tri trung binh cua ti 1& chét tich luy hing
ngay cua ca tré con dugc tiém ching vacxin theo cach ngdm véi 17-23, FCRR hoac
tiém chiing vacxin gia va dugc thach thtc theo cach ngdm & 28 dpv véi ALG-530
(ching F. columnare gibng 11 doc), ti 1& chét tich lity dugc tinh toan tir 1an thir tiém

ching vacxin 2;

FIG. 3 thé hién muc trung binh/gia tri trung binh cta ti 18 chét tich liiy hang
ngay cua ca rd phi sdng Nile dugc tiém ching vacxin theo cdch ngdm véi 17-23,

FCRR hodc tiém ching vacxin gia va dugce thach thirc theo cach ngdm & 28 dpv véi
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BGFS-27 (chang F. columnare gidng IT) hoic ARS-1 (chung F. columnare gibngI),

ti 16 chét tich lily duoc tinh toan tir 1an thir tiém ching vacxin 3;

FIG. 4 thé hién (panen bén trai) Ca ngua van (Danio rerio), (panen & gifta)
ca tré song (lctalurus punctatus) va (panen bén phdi) cd r6 phi song Nile

(Oreochromis niloticus) thé hién ton thuong dic trung ctia bénh tring dudi;
FIG. 5 1a biéu dd thé hién dit lidu nghién ctu su két dinh.
MG ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap t6i F. columnare dugc giam doc luc, hitu dung trong san
xudt vacxin dé bao vé ca chdng lai Bénh tring dudi. Sang ché con bao trim ca san
pham Flavobacterium (vi du, protein, khang nguyén, chit gy mién dich, epitop),
dugc ma hoa badi trinh tu nucleotit co6 trong vi khuan dugc giam ddc luc. Nucleotit
néu trén va cac san phim c6 thé 1a hiru dung dé san xuat vacxin hoic ché phim gy
mién dich, va/hoic dé kich thich dap tng mién dich, bao gém dap tng mién dich

bao vé.

Cac dot bién F. columnare duge giam doc luc dugce tao ra bdi mot loat lan
nhan giéng cua céc ching bd me doc, nhu dwgc md ta trong Olivares-Fuster and
Arias, 2011 [20]. Ngin gon 13, dé thu dugc ching dugc giam doc luc, bbn thé phan
1ap F. columnare dugc nudi cdy ban dau trén dia thach MS c6 bd sung rifampixin
(50 pg mL™1). Céac khuan lac don dugce thu 14y va duoc chuyén nudi & ndng do
rifampixin tiép theo (100 ug mL™). Loat chuyén sau d6 duge tién hanh ¢ 150, 200,
250 va 300 pug mL! rifampixin. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ¢6 thé
tién hanh theo cac phuong phap dugc bdc 10 rd rang trong Olivares-Fuster dé san
xuét cac dot bién duoc giam doc luc bd sung, ma cé thé duoc chira trong ché phém
mién dich theo ban md ta nay. Nhu duoc thdo luan & day, "su gidm doc luc" bi giam
hodc loai bé tinh gay bénh ctia vi khuin va sy nghiém trong ctia cac dAu hiéu hodc
céc tén thuong 1am sang, 1am giam tdc do ting trudéng cla vi khudn, va ngin ngira

vi khuén chét.
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Theo mot phuong &n, cac dot bién Flavobacterium spp- dugc giam doc luc 1a
hitu dung dé san xuét ché phidm gay mién dich séng duge giam doc luc, hodc vacxin
séng dugc giam doc luc, c6 mirc do an toan va tinh gdy mién dich cao. Theo mdt
phuong an cu thé, sang ché bao ham ca cac chung duoc giam doc luc F. columnare
va vacxin chta chung, kich thich dap tng mién dich & dong vat, cu thé 12 cac chung
F. columnare dugc giam doc luc ma gay nén, kich thich hodc thuc ddy dap tng &

ca.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuét ché phdm mién dich hiéu qua va an
toan chua it nhat mot chung dugc giam doc luc cta Flavobacterium spp. gidng 11,
trong do chung dugc giam doc luc khang rifampixin, va trong d6 chung dugc giam
doc luc ¢6 kha nang kich thich dap tmg mién dich & ¢4 chdng lai sy phoi nhidm ty
nhién sau d6 véi, hodc thach thic thir nghiém vi, it nhét mot chung Flavobacterium
ssp. doc. Theo mot phuong an cu thé, dép tmg mién dich 14 dap timg mién dich bao

VeE.

Theo mot phuong an cu thé, ching F. columnare dugc giam doc luc c¢6 cung
cac dot bién vé mit co ban va khang rifampixin, lién quan téi chiing bd me doc cta
no, la chung 17-23, dugc ndp luu & Coleccidn Espaiiola de Cultivos TIPO (CECT),
Universidad de Valencia, Edificio de Investigacion, Campus de Buriassot, 4600
Burgassot (Valencia) Espaiia, tai Co quan Luu chiéu qubc té ngay 25 thang 6 nim
2010 dudi sb truy cap duoc cho béi Co quan Luu chiéu quéc té: CECT-7737. Céc
dot bién nay din dén ching dwgc giam doc luc c6 tinh doc giam lién quan téi chiing

bd me ddc cua nd.

Theo mot phuong én, chiing dugc gidm doc luc 1a ching 17-23, duge ndp luu
dudi tén CECT-7737 & Coleccion Espaifiola de Cultivos TIPO (CECT), Universidad
de Valencia, Edificio de Investigaciéon, Campus de Buriassot, 4600 Burgassot

(Valencia) Espafia, tai Co quan Luu chiéu québc té ngay 25 thang 6 nam 2010.

Theo mot phuong an cu thé khac, chung F. columnare dugc giam doc luc c6

cung cac dot bien vé mét co ban va khang rifampixin, lién quan téi ching bé me doc

-7-
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cua nd, la ching 16-534, dugc ndp luu & Coleccion Espafiola de Cultivos TIPO
(CECT), Universidad de Valencia, Edificio de Investigacién, Campus de Buriassot,
4600 Burgassot (Valencia) Espaiia, tai Co quan Luu chiéu qudc té ngay 25 thang 6
nim 2010 dudi dang sb truy cap. Cac dot bién nay din dén ching dugc giam doc

lyc ¢6 tinh ddc gidm lién quan téi chiing bé me doc cua nd.

Theo mdt phuwong &n, ching dugc giam doc luc 1a chiing 16-534, dugce ndp
lvu dudi tén CECT-7736 & Coleccion Espafiola de Cultivos TIPO (CECT),
Universidad de Valencia, Edificio de Investigacion, Campus de Buriassot, 4600
Burgassot (Valencia) Espaiia, tai Co quan Luu chiéu qubc té ngay 25 thang 6 nim

2010 .

Theo mdt phuong an khéc, sang ché dé cap ché pham mién dich an toan va
hiéu qua, chtra it nhat mot ching dugc giam doc luc ctia Flavobacterium spp. giéng

II, trong d6 ching dugc giam doc luc khang rifampixin.

Theo mdt phuong an, ché pham la ché pham vacxin, c¢6 kha nang kich thich
dap tmg mién dich bao vé & ca chong lai sy phoi nhiém tu nhién sau d6 véi, hoic

thach thirc thtt nghiém vdéi, it nhét mot chuing F. columnare doc.

Theo mdt phuong an khéc, it nhét mot F. columnare ddc 13 gibng nhom I, II

hodc ca hai nhém nay.

Theo mdt phuong an, Flavobacterium ssp. dugc giam doc luc la F.

columnare.

Theo mot phuong an khac, vacxin chtra chung dugc gidm doc luc cd cung
profin khang nguyén vé co ban 1a ching Flavobacterium dugc nop luu dudi tén

CECT 7737.

Theo mot phuong an khac nita, ché pham vacxin chtra chung dugc gidm doc

luc duoe ndp luu & Co quan luu chidu quéc té dudi tén CECT-7737.
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Ché phdm bt ky & trén c6 thé con chia chit mang chip nhan dugc vé mit

dugc hoc hodc trong thu y.

Theo mdt phuong an cu thé, ché pham con chtra chat dém 6n dinh. Chét dém
c6 thé bao gdm mubi khoang, bao gdm sulfat, clorua, va phosphat. Theo mdt phuong
an, chit dém gdm FeSO4, CaCly, KHoPOu, va MgSO4. Ngudi c6 hidu biét trung binh
s& ¢ kha ning tao su didu chinh luong chinh x4c ctia cac thanh phan chit dém nay,
stt dung su t6i wu héa khong binh thuong, dé phi hop cac muc dich cu thé. Tuy
nhién, mot cht dém 6n dinh hitu dung cu thé bao gém khoang 0,4 uM FeSOsq,
khoang 4,6 uM CaCl,, 100 uM KH2POg4, va khoang 120 pM MgSO4. Nhu duoc st
dung ¢ day, "khoang" nghia 1a "+ 10%" quanh luong duwoc néu. Vi dy, "khoang 100
uM" bao ham tir 90 t6i 110 pM. Theo mdt phuong 4n, mudi dugc trén va hip khi
tring theo k§ thuat tiéu chudn khir tring chat long (vi du 121°C, 1 atm, va trong it
nhét khoang 20 phiit).

Theo mdt phuong an khac, bd sung chit dém vao (cac) ché phidm mién dich
lam 6n dinh ché phdm trong it nhat khoang 12 thang, khi ché pham dugc bao quan
& khoang nhiét do phong hoic t6i khoang 30°C. Ché phim mién dich chtra chit dém
dugc mong doi cd thé duy tri strc séng & céac nhi€t do nay va céc nhiét do khac, co
thé x4y ra trong qué trinh van chuyén va bao quan thong thuong ctia ché phadm mién

dich doé.

Theo mot phuong an cu thé, chit dém 1a hitu dung trong bao quan té bao sdng

& nhiét d phong.

Sang ché con bao ham phuong phap bio quan té bao séng, bao gdm té bao
Flavobacterium séng duoc giam ddc luc, trong khoang thoi gian kéo dai bao gdm
céc bude bao quan té bao séng trong chét dém dn dinh duogc boc 16 trong ban mo ta

nay.

Theo mot phuong an, phuong phap bao quan bao gdm cac bude tao vién nho

clia cac té bao sdng biang cac k¥ thuat ly tim thong thudng, vi du, vao khoang 5000
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vong/phut trong 5 phut, loai bé dich ndi, tao huyén phu lai té bao trong chit dém bao

quan, va chuyén té bao dén thung chtra vo trung, tir d6 bao quan té bao.

Theo mdt phuong an cu thé, cac té bao duge nudi trong mdi trudng nudi cay
phu hop, tao vién nho & ~ 5000 vong/phut trong khoang ndm phit, va moi truong
nudi cdy do dugc loai bo. Cac té bao sau d6 duge tao huyén phui lai nhe nhang (khéng
khudy xo4y) va chuyén sang vét chtra v6 trung, dé lai phan khong khi it nhit cung
mdt thé tich nhu chét long. Vit chira c6 thé duoc niém phong v&i nép. Trude day,
Flavobacterium spp. ¢6 thé chi duge bao quan sir dung k¥ thuat déng lanh, sang ché
dé xuét ché phdm chra chit dém véi sy ting cuong do on dinh khi bao quan. Thay
vi chét chi sau tir 24 t6i 36 gid (mdi trudng nudi cdy 16ng) hodic chi tir 48 toi 72 gidy
(mdi truong nudi cdy rin), chat dém 6n dinh, Flavobacterium spp. duoc boc 16 duy
tri 6n dinh trong it nhit hai thang ¢ nhiét d6 phong, giam nhiéu chi phi bao quan va

véan chuyén ché pham.

Sang ché con bao ham phuong phép kich thich mién dich bao vé & c4 chdng
lai su phoi nhiém véi, hodc thach thirc thir nghiém véi, chiing doc giéng I hoac II
Flavobacterium spp. Theo médt phuong 4n, phuong phép kich thich gdm budc sir
dung cho ca néu trén ché phém mién dich én dinh khi bao quan hodc mién dich duoc

boc 19, tir d6 kich thich mién dich bao vé.
Theo mdt phuong an, chung doc 14 F. columnare giéng I hoac II.

Theo mot phuong 4n, phuong phéap kich thich dugc thuc hanh trén cd nudce

ngot.

Theo mdt phuong &n khéc, cé 1a cd rd phi, ca tré, cd ngua van, c4 hoi, c4 hoi
song, ca chép, ca nglr, ddng vat vo gidp, hodc c4 khac bat ky c6 kha nang dugc nuoi

trong cac nudi trong thiy san.

Theo mot s6 phwong 4n, cach st dung 12 bang tiém ching vacxin theo cach

ngam.

-10-
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Theo mdt khia canh khac, ching dugce gidm doc luc F. columnare méi dugce
bao ché thanh vacxin an toan, hiéu qua chong lai F. columnare va su nhiém

khuan/bénh gay ra béi F. columnare.

Theo mdt phuong an, cac dot bién nay c6 thé con dugce st dung lam vecto,
dé cac dot bién nay mang va bi€u hién in vivo khang nguyén khong nguyén thé, bo

trg (vi du gen khong twrong dong hoic manh gen).

Thuat ngit "khang nguyén" hodc "chit gdy mién dich" c6 nghia 14 chit gay ra
dap tng mién dich dic hiéu trong dong vat chii. Khéng nguyén c6 thé bao gdm toan
b0 sinh vat, bi giét, duoc giam ddc luc hodc séng; tiéu don vi hodic mot phén cua
sinh vat; vecto tai td hop ¢6 chira doan chén véi céc dic tinh sinh mién dich; manh
hodc doan ADN c6 kha ning gdy dap tng mién dich khi xuit hién téi vat chu;
polypeptit, epitop, ban khang nguyén, hodc su két hop bat ky cua chung. N6i cach
khac, céc chét gdy mién dich hay khang nguyén c6 thé bao gdm chit ddc hoic thude

khang doc.

Cac thuat ngit "protein", "peptit", "polypeptit" va "manh polypeptit" dugc su
dung thay thé cho nhau trong tai liéu nay dé chi cac polyme ctia gbe axit amin chidu
dai bit ky. Cac polyme c6 thé thang hodc phan nhanh, c6 thé bao gdm céc axit amin
c4i bién hodc cac chét tuong tu axit amin, va co thé bi gian doan bdi cac géc hoéa hoc
khéc v6i cac axit amin. Cac thudt ngit nay ciing bao gdm polyme axit amin da dugc
bién ddi tu nhién hodc do can thiép; vi du nhu hinh thanh lién két disulfua, glycosyl
héa, lipit hoa, axetyl hoa, phosphoryl héa, hodc thao tic hodc cai bién khac bat ky,
chéng han nhu lién hop véi thanh phan dédn nhan hay hoat tinh sinh hoc.

Thuat ngit "polypeptit mién dich hay khang nguyén" nhu dugc st dung trong
tai liéu nay bao gdm céc polypeptit c6 mién dich hoat dong trong ¥ nghia ring mot
khi ding v6i vat chil, ¢6 thé goi 1én dap tmg mién dich cia cac dich thé va/hoic cac
loai té bao chdng lai cac protein. Tt hon 1a cdc manh protein sao cho cé cac hoat
dong mién dich hau nhu gidng protein tbng. Do d6, manh protein theo sang ché chra

hodc cht yéu bao gdm hodc bao gdm it nhat mot epitop hodc tic nhan quyét dinh
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khang nguyén. Protein "mién dich" hoic polypeptit, nhur duoc sir dung trong tai liéu
nay, bao gdm chudi dai day du cua protein, cac chét twong tu cta chung, hodc cic
manh gy mién dich cia ching. Thuat ngit "méanh gy mién dich" c6 nghia 1a manh
v clia protein trong d6 bao gdbm mat hodc nhidu epitop va do d6 goi ra nhitng dap
ung mién dich dugc md ta & trén. Manh v& nay c6 thé dugc xé4c dinh b?mg cach st
dung s luong bat ky k¥ thuat 14p ban dd epitop, dugc biét dén trong linh vire. Xem,
vi du, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn
E. Morris, Ed., 1996). Vi du, cac epitop théng ¢6 thé duge xac dinh bﬁng cach vi du,
ddng thoi téng hop s6 lugng 16n clia céc peptit trén chit trg rin, cac peptit trong
ng v4i cc phan ciia cac phan tir protein, va phan ting véi cac peptit khéng thé trong
khi c4c peptit van duoc gén lién v6i cac chat trg. K§ thuat d6 duge biét dén trong
linh vuc va mo ta trong, vi du nhu, Pat. M§ s6 4708871; Geysen et al. , 1984; Geysen
et al., 1986. Tuong tu nhu vy, cac cdu hinh cta epitop duoc dé dang xéac dinh bang
cach xac dinh cdu tao khong gian clia céc axit amin nhu boi, vi dy, X-quang tinh thé
va 2 chidu cong hudéng tir hat nhan. Xem, vi du, Epitope Mapping Protocols, trén
day. Phuong phap dac bi€t ap dung d6i v6i cac protein cia 7. parva dugc mo ta day
du trong PCT/ US2004/022605 dugce dung trong ban mo ta nay bang cach vién din

toan bd ndi dung.

Thuat ngft "epitop” d& cap dén céc vi tri trén khang nguyén hoic ban khang
nguyén ma cac té bao B va/hoic céc té bao T dap tmg. Thuat ngit nay ciing dugc st
dung thay thé cho nhau v6i "tac nhan quyét dinh khang nguyén" hodc "vi tri tic nhan
quyét dinh khang nguyén". Khéng thé nhén ra cac epitop twong tu c6 thé duge xac
dinh trong thir nghiém mién dich don gian cho thiy kha ning ctia mot khang thé dé

ngan chin su lién két ctia khang thé khac véi khang nguyén dich.

"Pap tng mién dich" véi ché phdm hoic vacxin 13 su phat trién trong vat chi
cua dap tng mién dich té bao va/hodc qua trung gian khéng thé v4i ché phdm hoic
vacxin quan tdm. Thong thuong, "dap mg mién dich" bao gdm nhung khong giGi
han & mot hodc nhiéu tac dung sau: san Xuét khang thé, té bao B, té bao T trg gitp,

va/hoidc té bao T gay doc, cu thé t6i khang nguyén hay cac khang nguyén dugc chira
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trong ché phdm hoic vacxin quan tdm. Tét hon 13, vat chii s& hién thi dap tng mién
dich hoac diéu tri hodc bao vé sao cho kha ning chéng nhiém trung mai s€ dugc
tang cudong va’hodc mic dd nghiém trc_)ng 1am sang cua bénh giam. Su bao vé do sé&
dugc ching minh bang hodc 13 giam hodc thiéu cac triéu ching va/hodc cac ddu hidu
lam sang bénh thudng dugc hién thi b&i vat chi bi nhiém, thoi gian phuc hdi nhanh

hon va/hodc hiéu gia virut ha xudng trong vat chd bi nhiém khuan.

Thuat ngtt "dong vat" chi dong vét c6 v, chim va céc loai tuong tu. Pong
vat hoac vat chi nhu dugc st dung trong tai li€u nay bao gbm c4, bo sat, gia cim,
dong vat c6 va (bao gém ca con nguoi). Cac dong vat co thé duoc lua chon tir nhém
bao gém ho ngua (vi dy, ngua), ho cho (vi du nhu, cho, s6i xam, cdo, soi déng co,
choé rung), ho meo (vi dy, su tu, hd, méo nha, méo rung, cdc meo 1én khéc, va cac
ho méo khac bao gém ca loai béo va linh miéu), ho ctru (vi dy, ctru), ho bo (vi du,
bo), cé (vi dy, c& rd phi, cé tré, cd ngua van va ca h(‘A)i), gia cam (vi du, ga, vit, ngdng,
ga tay, chim cut, chim tri, vet, chim sé, chim ung, qua, da diéu, da diéu chau uc va
da diéu dau mao), linh trudng (vi du, bd ban hau, khi lun tarsier, khi, vuon, khi khong
dudi), chon, hai cdu va ca. Thuat ngir "dong vat" cling bao gdbm cé thé dong vat trong

tat ca cac giai doan phat trién, bao gom ca tré so sinh, phoi thai va giai doan bao thai.

Trir khi duoc xac dinh béng cach khéc, tit ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥
thuat st dung & ddy c6 nghia twong ty nhu y hiéu thong thudng bai mot trong céc
k§ nang théng thuong trong linh vic ma sang ché c6 lién quan t6i. Cac thuat ngit s6
it bao gdm sd nhidu trir khi bdi canh rd rang chi khac. Tuong ty nhu vay, tir "hozc"

dugce du dinh dé bao gdm "va" trix khi bdi canh rd rang chi khac.

Can luu v rdng trong cong bo nay va dac biét 1a trong yéu cau bao hd va/hoac
y rang :
cac doan trong ban md ta, cac thudt ngit nhu " bao gom", "dugc bao gom", "chtra"
va tuong duong c6 the c¢6 y nghia dugc chi dinh trong luit sang ché cua Hoa Ky; vi
du, chang cé thé c6 nghia 1a "bao gom", "duogc bao gom", "bao gom ca", va tuon
U, g ;
duong; va rang cac thudt nglt nhu "bao gdm chu yéu 1a" va “cha yéu bao gobm” co 'y

nghia da quy cho ching trong luat sing ché Hoa Ky, vi du, chting cho phép céc tac
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nhan khéng néu rd rang, nhung khong bao gdm cac tic nhan dugc tim thiy trong

tinh trang k¥ thuat hodc ¢6 &nh hudng dén dic tinh co ban hodc méi cla sang ché.
Ché pham

Sang ché dé cap dén Flavobacterium spp. dugc giam doc luc, bao gém F.
columnare, vacxin hoic ché phim mién dich, trong d6 c6 thé bao gébm chung F.
columnare dugc gidm doc luc va chét mang, t& dugc, hay chét dan thudc chép nhan
duge vé mit duoc hoc hodc trong thi y, gdy nén, kich thich hoic thuc ddy déap tng

& dong vat.

Thuét ngft "axit nucleic" va "polynucleotit" dé cap dén ARN hodc ADN mach
thing hodc phan nhanh, soi don hodc d6i, hodc thé lai ctia ching. Thuét ngit nay
ciing bao gdm thé lai ARN/ADN. Sau day 12 vi du khong han ché ctia polynucleotit:
gen hodc manh gen, exon, intron, mARN, tARN, rARN, ribozym, cADN,
polynucleotit tai t6 hop, polynucleotit phan nhanh, plasmit, vecto, ADN bi phan lap
cla trinh tyu bit ky, ARN bi phan 18p cua trinh tu bét ky, doan do axit nucleic va doan
mdi. Polynucleotit c6 thé bao gdm nucleotit cai bién, nhu nucleotit metyl hoa va chét
tuong tu nucleotit, uraxyl, cac loai duong khac va nhom lién két nhu floriboza va
thiolat, nhanh nucleotit. Trinh ty cua nucleotit ¢6 thé dugc tiép tuc cai bién sau khi
polyme hoa, nhu bang cach tiép hop, v6i thanh phan dan nhin. Cac loai cai bién
khac bao gdm trong dinh nghia nay 1a bit du, thay thé mot hodc nhidu nucleotit ¢6
trong tu nhién bang chét trong tu, va dua phuong tién dé gin cac polynucleotit voi
protein, ion kim loai, thanh phén dan nhan, cac polynucleotit khac hodc chét trg ran.
Céc polynucleotit ¢6 thé thu duoc bing tong hop héa hoc hoidc c¢6 ngudn gdc tir vi

sinh vat.

Thuat ngr "gen" duoc st dung rong rii dé chi phan doan bét ky cua
polynucleotit lién két v6i chirc nang sinh hoc. Nhur viy, cic gen bao gom cac intron
va exon nhu trong chudi gen, hay chi 1a chudi ma héa nhu trong cac cADN va/hoic

cac trinh ty di€u céan thi€t cho su bi€u hién cua ching. Vi dy, gen cling dé cdp dén
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doan axit nucleic c¢6 biéu hién mARN hodc ARN chttc ndng, hodc ma héa protein cu

thé, va trong d6 bao gdm céc trinh tu quy dinh.

Thanh phan sinh hoc "phén lap" (ching han nhu axit nucleic va protein hoac
bao quan) 14 thanh phan da duge tach chiét hoic tinh ché tir cac thanh phan sinh hoc
khéc trong té bao cta sinh vét, trong d6 cac thanh phén tw nhién, vi du, nhiém sic
thé khéc va nhidm sic thé bd sung ADN va ARN, protein, va cic bao quan. Axit
nucleic va protein da duoc "phan 1ap" bao gdm cic axit nucleic va protein tinh ché
bing phuong phép thanh loc tiéu chuin. Thuét ngit ndy ciing bao gdm cic axit

nucleic va protein bing cong nghé tai t6 hop cling nhu tdng hop héa hoc.

Thuat ngir "bién thé bao toan" biéu thi su thay thé gdc axit amin bang gbc
sinh hoc twong tu khéc, hoic thay thé nucleotit trong chudi axit nucleic sao cho gbc
axit amin ma héa khong thay d6i hodc 1a gde sinh hoc twong tu khac. V& van dé nay,
cac thay thé dugc wu tién cu thé s& thuong duogc bao toan trong tu nhién, nhu dd md

ta trén day.

Thuat ngir "tai t6 hop" c6 nghia 1 polynucleotit ban tong hop, hodc tdng hop
c6 ngudn gdc ma hodc khong xay ra trong tw nhién hodc dugc lién két véi

polynucleotit khac trong sy sip xép khong tim thay trong tu nhién.

"Khong twong ddng" ¢6 nghia la dugc bat ngudn tir thyc thé riéng bist vé& mat
di truyén tor ph?ln con lai cua thuc thé ma no6 dang dugc so sanh. Vi dy, polynucleotit
6 thé duge dat boi k§ thudt thao tac di truyén vao plasmit hodc vecto ¢ ngudn gde
tir ngudn khac nhau, va 1a polynucleotit khong twong dong. Ving khéi dau duoc loai
b6 khdi trinh ty ma héa ty nhién cta nd va duoc lién két hoat dong vdi trinh tu ma

héa khac vdi trinh tu tu nhién 1a ving khoi ddu khéng twong dong.

Céc polynucleotit theo sang ché c6 thé bao gdm céc trinh ty bd sung, nhu
trinh tu ma hoa bd sung trong ciing don vi phién ma, tic nhan kiém soat nhu ving
khoi ddu, vi tri gén két ribosom, 5'UTR, 3'UTR, ving két thuc phién ma, vi tri

polyadenyl hoa, don vi phién ma bd sung dudi sy kiém so4t ctia ving khéi ddu giéng
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hodc khéac nhau, trinh tu cho phép tach dong, biéu hién, tai td hop twong dong, va
bién nap té bao chu, va clu trac bét ky nhu c6 thé duge mong mudn dé tao ra cac

phuong 4n cua sang ché.
Phuong phép st dung va Ddi twong san xut

Sang ché bao gdm cac phuong an phuwong phép sau ddy. Theo mdt phuwong
an, phuong phép tiém ching vacxin dong vat bao gdm viéc ding ché phim chra it
nhit mot ching F. columnare dugc giam doc luc va chét mang, t4 dugc, hay chét
dan thubc chép nhéan dugc vé& mit duge phém hoac trong thu y vgi dong vat duoc
tiét 10. Theo mot khia canh ctia phuong 4n nay, dong vat 1a c4. Theo mot phuwong 4n

cu thé, ca l1a ca ro phi, cad ngua van, cd tré, hay cé hoi.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc phai hiéu 12 sang ché duoc dé
xuét bang vi du va sang ché khong bi gidi han & d6. Tir sang ché va céc kién thuc
trong linh vuc, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé xac dinh sb lugng
st dung, 1 trinh st dung, va lidu duoc str dung cho mdi giao thire tiém, khong ¢
thtr nghiém bét ky khong dang cé. Déi véi ¢4, tiém ching vacxin theo cach ngam 13

10 trinh st dung dugc uu tién.

Phuong 4n khéc cta sang ché 12 bo kit dé thuc hién phuong phéap goi y hoic
gay dap tng mién dich hodc bao vé chéng lai F. columnare, & dong vat chira ché
phém mién dich F. columnare dugc giam doc luc hodc vacxin va huéng din thuc
hién phuong phép phan phdi lugng hidu qua dé kich thich d4p tng mién dich & dong

A

vat.

Phuong 4n khéc ctia sang ché 1a bo kit dé thuc hién phwong phap gay dap tng
mién dich hodc bao vé chéng lai F. columnare & dong vat bao gém ché ph'fun hodc
vacxin bao gém ching F. columnare dugc giam doc luc theo sang ché, va hudng
dan thuc hién phuong phap phan phdi luong hiéu qua dé kich thich d4p ing mién

dich & dong vit.
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Céc chit mang hodc chét din thudc hodc ta dugc chép nhén dugc vé mit duge
hoc hoic trong tht y ciing dugc biét dén boi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc. Vi du, chit mang hodc chit dan thudc hoic ta dugc chép nhéin duoc vé mit
dugc hoc hodc trong tha y c6 thé 14 dung dich NaCl 0,9% (vi du, nuéc mudi) hoic
chit dém phosphat. Chét mang hodc chét dan thubc hoic ta duge khac chép nhan
duge v& mat duge hoc hodc trong thil y ¢ thé duge sir dung cho phwong phap ctia
sang ché bao gbm, nhung khong bi gi6i han &, poly-(L-glutamat) hoic
polyvinylpyrolidon. Chét mang hodc chit dan thudc hodc ta duoc chip nhan dugc
vé mit dugce hoc hodc trong thu y co thé 1a hop chét hodc su két hop ctia cac hgp
chét bat ky tao thuén lgi cho viéc st dung vecto (hodc protein dugc biéu hién tir
vecto sang tao in vitro); thudn lgi 13, chét mang, chat dan thubc hodc ta dugce co thé
tao didu kién chuyén nap va/hodc cai thién sw bdo quan cia vecto (hodc protein).
Liéu ding va thé tich lidu trong ban mo ta nay dugc thao lusn trong phan mo ta
chung va ciing ¢6 thé dugc xac dinh béi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc,

ma khong c6 thir nghiém bt ky khong dang co.

Céc ché phidm mién dich va vacxin theo sang ché c6 thé chtra hodc bao gdm
vé co ban mdt hodc nhiéu ta duge. T4 duoc phu hop dé dung trong viéc thuc hién
sang ché 1a (1) polyme ctia acrylic hodc axit metacrylic, anhydrit maleic va polyme
din xuét alkenyl, (2) trinh tu kich thich mién dich (ISS), nhu trinh ty
oligodeoxyribonucleotit c6 mot hodc nhidu don vi CpG khong metyl héa (Klinman
et al, 1996; W098 / 16.247), (3) nhii trong dau trong nudc, nhu nhii twrong SPT dugc
mo ta & trang 147 cua "Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach"
published by M. Powell, M. Newman, Plenum Press 1995, va nhii tuong MF59 dugc
md ta & trang 183 cua cung tai li€u, (4) lipit cation chira mudi amoni bac bdn, vi du,
DDA (5) xytokin, (6) nhém hydroxit hodc nhdm phosphat, (7) saponin hodc (8) cic
ta4 duge khac duge thao ludn trong tai liéu trich din bat ky va két hop bang cach tham

chiéu vao don ngay lap ttc, hodc (9) su két hop hodc hdn hop bat ki ciia chiing.

Sang ché s& con dugc minh hoa bang céc vi du khong gidi han sau day.
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Vi du thwe hién sang ché
Vat liéu va phuong phéap. Nudi cé

C4 nguwa van truéng thanh khong xac dinh giéi tinh, Dania rerio, (n = 360,
khéi lugng trung binh = 0,45 + 0,04 g) dwoc mua tir Aquatica Tropicals (Plant City,
FL, USA), chuyén giao cho cac Phong thi nghiém Vi sinh vat thiy san (Aquatic
Microbiology Laboratory - AML), va ndm trong mudi hai hd (chin gallon/hd) véi
30 con c4 mdi thung. Trudc khi tiém chiing vacxin, hai con c4 ngua van duoc lya
chon ngau nhién tir m3i hd ca, ddng nhét, va duoc kiém tra vi sinh (dat trén thach
agar Shieh dugc diéu bién (MS) v6i tobramyxin). Cac hd ddng nhét duge x4c nhan
1a nuoi céy am tinh v6i sy ¢6 mat cia F. columnare. Theo cung mdt cach, cé tré song
mot thang tudi, Ietalurus punctatus, (n = 480; khdi luong trung binh = 0,05 + 0,003 g)
duoc cung cdp boi Dr. Newton, ca dugc chuyén giao cho AML, va dat trong clng
hé théng véi bén muoi con ca mbi thung. Trude khi tiém chung vacxin, ndm con cé
tré€ duoc Iva chon ngﬁu nhién tir mdi ho c4, déng nhét, va dugc kiém tra vi sinh nhu
da dé cap trude d6. Cac hd ddng nhét dugc xac nhan 13 nudi cdy am tinh véi su c6
mit cia F. columnare. Tuong tu nhu vy, tit ca c4 rd phi song Nile gi6i tinh duc 6
thang tudi, Oreochromis niloticus, (n = 600, khbi lugng trung binh = 9,4 + 0,5 ) thu
dugc tr E. W. Shell Fisheries Center, North Auburn Fisheries experiment Station.
Sau khi thudn hoa so bd, c4 nay dugc chuyén tir thing to va dit vao ba muoi hd (chin

gallon/hd) v6i hai muoi con ¢4 mdi thung.

Truée khi tiém chiing vacxin, ba con c4 dugc lua chon ngu nhién tir mdi hd
c4, kiém tra vi sinh bang cach cdy vach trén dia tobramyxin thach agar Shieh cai
bién (modified Shieh - MS) tir da va mang ¢4 va di duoc xac nhan nudi cdy 4m tinh
d6i v6i su ¢6 mit cta F. columnare. C4 ngura van, cé tré sdng va ca rd phi song Nile
duoc thuan hoa véi didu kién phong thi nghiém trong hai tudn trudc ngdy tiém ching
vacxin va duge cho an hang ngay ciing su thoéa man rd rang vé6i thuc phdm ca kho
c6 ban trén thi truong AQUAMAX Grower 300, I 00 va 400 (Purina Mills), twong

tmg. Mbi hd ¢4 duoc sir dung 12 hé thdng tudn hoan khép kin va duoc trang bi bd loc
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sinh hoc, bd sudi va déu suc khi, va duoc cung cép nudce khong clo méi nhan tao (do
kiém 80 ppm, do cimg 70 ppm). Nhiét do duge gitt & 27 + 1° C va d6 pH 7,6 + 0,2.
Cé phai chiu chu ky sang 12 gio: tdi 12 gid. Cac thong sd chit luong nude duoc
kiém tra hai ngay mot 1an. Néng d6 amoniac va nitrit khong phat hién dugc trong
subt thoi gian nghién ciru. Tai thoi diém tiém ching vacxin, hd dugc chi dinh mot

cach mu quéng véi moi nhom diéu tri.
Chung vi khuan va diéu kién sinh trudng

Cac dot bién F. columnare khang rifampixin duoc st dung trong cac thi
nghiém nay dugc tao ra bang cach st dung phuong phép khéang rifampixin sau cai
bién ctia giao thire ban diu dugc dung v6i Brucella abortus [19]. Cac dot bién nay
thu dugc tir cac chung gidéng II khac nhau v& mat di truyén. Cac thay dbi trong profin
lipopolysaccharit va protein ctia thé dot bién nay dugc nghién ciru kém theo bang
dic tinh di truyén va kiéu hinh hoan chinh [20]. T4t ca c4c ching F. columnare dugc
st dung trong nghién ctru nay dugc bao quan trit & -80°C duéi dang kho du tri
glyxerol va dugc nudi ciy trén méi trudng thach MS hoic trong canh MS va lic &
100 vong/phut ¢ 28°C trong 24 giv. Viéc dém dia cua timg chung (13p lai 3 14n) duoc
thuc hién dé tinh toan sb luong trung binh cta don vi tao khuan lac trong mot mililit
(CFU/ml) cta vi khuin ding dé tiém chiing vacxin hogc thach thirc c4 nhu béo co
theo mdi thtt nghiém. Cac dot bién F. columnare dugc xac nhan van khang
rifampixin bang cach dit trén moi truong thach agar MS chira 200pg/mL rifampixin
trede mdi 1an tiém ching vacxin (ba thir nghiém duoc tién hanh, mdi loai c4 mot

con).

Sau méi thtt nghiém thach thte, F. columnare dugc phan Iap tir c4 chét bang
cach dit trén moi treong thach agar MS chira 1 pg/mL tobramyxin [21]. Céac khuin
lac F. columnare gia dinh dugc xac dinh dya vao mau cua ching va hinh thai dic

trung ctia cac khuén lac trén dia thach agar.

Phan tich thdng ké
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Sé lidu chét da dugc phén tich bang phwong phap phan tich mét chiéu
(ANOVA) str dung md hinh tuyén tinh tng quat (PROC GLM) sau d6 1a thitr nghiém
nhiéu pham vi ciia Duncan (SAS Institute, Cary, NC.) dé x4c dinh su khéc biét dang
ké (P <0,05) giita ty 1& chét trung binh ctia cic nhom didu tri va cac 1an nhic lai (hd
c&) trong cac 14n thir 1, va 2. Dbi vé6i lan thir thi ba, thir nghiém Tukey’s Studentized
Range (HSD) cho tAt ca cac so sanh theo cap duoc sir dung dé xéac dinh su khac biét
dang ké (p <0,05) giita c4 tiém ching vacxin (hodc v6i céc loai vacxin thir nghiém
gidng IT hoic FCRR) va khong tiém chiing vacxin thach thirc véi F. columnare gidng

I hodc giéng I1.
Két qua

Dot bién gidng I F. columnare khang rifampixin méi 13 an toan dé dung nhu
1a vacxin & c4 ngwa van, ca tré song va c4 rd phi trong tit ca cic thir nghiém, do
khong c6 hién tugng chét duoc ghi nhan trong thoi gian tiém ching vacxin. Khi ca
tiém chung vacxin dugc thach thirc voi ching F. columnare ddc tai 28 dpv, két qua
clia cac thach thirc duoc thé hién dudi dang ty 18 chét tich liiy (% chét) va dudi dang

RPS nhu mo ta trude day [22].

Ty 1é chét tich lily duoc tinh bang cach chia sb luong c4 chét trong mot khoang
thoi gian cho tdng s lugng ca mdi 1an diéu tri va nhan véi 100. RPS da dugc tinh
toan theo cong thirc sau: RPS = [1- (ty 18 chét & ca da dugc tiém chingvacxin/ty 18

chét & ca d6i chung)] x100.
Vidu 1 — Tiém ching vacxin & ca ngua van va thach thirc

Téng 336 c4 ngya vin truong thanh dugc tiém ching vacxin bang DI trong
bé 2L chira vacxin thuc nghiém 17-23 va 16-534, hodc trong FCRR (thanh phan hoat
tinh duge st dung trong vacxin thwong mai, AQUAVAC-COL™) ¢ cac ndng dd 1a
7,8 x 10%, 1,5 x 10° ho#ic 9,1 x 10® CFUml!, twong Gng, trong ba muoi phat. Nhom
d6i chimg duoc gia tiém ching vacxin bang cach ngdm trong canh MS v trliing va

phoi nhiém v&i cling quy trinh va ciing diéu kién moi truong nhu cé duogc tiém chiing
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vacxin ngoai trir bd sung vao thanh phan vacxin chi déng. Bén didu tri/ba nhéc lai
cho mdi con. Sau khi tiém chung vacxin, c4 trong mbi nhém didu tri duoc tach khéi
bé vacxin, thay thé trd lai hd gitt chung theo cic nhém diéu tri twong ung cho dén
khi thach thte, va hang ngay cho an theo 2% trong luong co thé. O 28 dpv, cé hai
loai ca dugc tiém chiing vacxin va dugce gia tiém ching vacxin dugce thach thirc ngdm
trong bé 2L chtra ching F. columnare rt doc (BGFS-27, giéng IT) & ndng do 14 6,4
%105 CFUmI™! trong ba muoi phut sau giao thirc chun. Sy cho an dwoc phuc hdi 24
gio sau khi thach thirc. C4 thach thirc duoc gidm st & mdi thung trong mudi 1im
ngay. Cé chét biéu 16 cac du hiéu tidu biéu 12 bénh tring dudi, bao gdm chimg udn
cot séng va tén thuong & mang, duoc loai bo hai 1dn mdi ngay va nudi cy nhu néu
trén dé phan lap lai va khing dinh F. columnare 1a nguyén nhan cai chét. F.

columnare dugc thu hoi tir tat ca cac con ca cheét.

Ty 18 chét tich lily quan st duoc & ca ngua van duogc gia tiém ching vacxin
sau 15 ngay sau khi thach thire 1a 88,1%, cao hon déng ké (p <0,05) khi so sanh véi
ty 1& chét tich liiy 12 63,1% & c4 dugc tiém chiing vacxin bang bién thé giéng IT (17-
23) (Bang 1). Céc ty 1é chét tich liiy 63,1 va 70,2% quan sat dugc trong ¢4 dwoc tiém
ching vacxin bang ca hai bién thé gidng IT 17-23 va 16-534, twong Ung, thdp hon
81,0% quan st dugc & ca duge tiém chiing vacxin bang bién thé gidng I ctia vacxin
thuong mai (FCRR) (FIG. 1). Mic di ca hai bién thé gidng I dan dén ty 18 chét tich
liiy thdp hon bién thé giéng I ciia vacxin thwong mai, chi 17-23 thé hién ty 1& chét
tich lity thAp hon FCRR dang ké, d& xuét 13 cac bién thé gidng IT 9 méi nay tao ra su
bao v€ cao hon cho cé ngua van chéng lai chung F. columnare kiéu dai doc so voi
dugc tao ra bai bién thé gidng 1. Phin tram séng sot twong tng (relative percent
survival - RPS) 1a 28,4, 20,3 va 8,1% & cé dugc ti€ém chiing vacxin béng 17-23, 16-
534 va FCRR, tuong (mg (Bang 1). Sau khi thach thirc, tat ca ca chét dugce khing

dinh duong tinh véi F. columnare 1a nguyén nhan cdi chét bang nudi cay.

Bang 1. Ty 18 chét tich liiy (gi4 tri trung binh + S.E.) va phan trim sbng s6t trong

ung cua ca ngua van dugc tiém ching vacxin sau khi thach thirc ngdm véi ching F.
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columnare doc & 28 dpv (lan thir 1). Trong cdt, cac chit cai viét bén trén khac nhau

cho thiy su khac biét dang ké (p < 0,05).

Vacxin Lotrinh | Liduvacxin | Chungva | SO luong Tyl¢ |RBS®
tiém ching liéu thach | chét/dugc | chét (%) | (%)
vacxin thire thach thac + SE
7,8 x 106 | 63,1+ | 284
- a 2 s s
17-23 DI CFU/mL 53/84 0.38 A
1,5x 10° BGFS-27 70,2 £ 20,3
- a 2 L ) s
16-534 DI CFU/mL (Gibng 59/84 0,87 AB
1) 6,4 x
9,1 x10° 106 81,0+ 8,1
a b ) 9
FCRR DI CFUmL | crumr | %% 0,32 AB
. . Gia tiém 88,1+ -
Doi ching DI chiing vacxin 74/84 1,85

DI, ngam truc tiép
b RPS, phin tram séng sét twong tng
Vi du 2 — Ti€ém ching vacxin & cé tré song con va thach thirc

Tbng 420 con c4 tré sdng con dugce tiém ching vacxin bang DI nhu néu trén
ngoai trir chi st dung vacxin thuc nghiém 17-23 va FCRR & céac ndng do 12 6,7 x 10*
va 5,7 x 107 CFUmL"!, tvong tng trong 30 phat. Nném ddi ching duge gia tiém
ching vacxin bing cich ngdm trong canh Shieh dugc diéu bién vo tring va phoi
nhi®m vé6i cing quy trinh va ciing didu kién mai trudng véi c4 duge tiém ching
vacxin ngoai trir viéc bd sung thanh phan vacxin chi dong. Ba lan diéu tri/bdn 1an
nhéc lai mdi con. Sau khi tiém chung vacxin, ¢4 con dugc tiém chiing vacxin hoic
gia tiém ching vacxin & mdi nhém didu tri dugc thay thé tro lai hd gitt chung va
duge cho dn 2-3 14n hang ngay véi ~3-4 phan tram trong lugng co thé 7 mdi ngay
cho dén thoi didm thach thirc. Cac didu kién thach thirc 1a gibng nhu didu kién ¢ Lan
thir 1, vén tit 13, & 28 dpv, c4 trong mdi thung duge thach thirc ngam trong bé 2L

chia ching F. columnare rit doc (ALG-530, giéng II) & ndng do 1a 9,3 x 10°

-22-




30021

CFUmL" trong 30 phut. Sy cho #n dugc phuc hdi 24 gid sau khi thach thic. Cé
thach thirc dwoc giam sat trong mdi thung trong 15 ngay. Cé chét biéu 16 cac du
hiéu tiéu biéu 1a bénh tring dudi, bao gdm ching udn cot séng va tén thuong &
mang, dugc loai bo hai 14n mdi ngay va duoc nudi cdy nhu néu trén day dé phan lap
lai va khing dinh F. columnare 1a nguyén nhan cai chét. F. columnare dugc thu hoi

tur tat ca cac con ca chét.

Tuong tu, khi cd tré con tiém chung vacxin thach thuc v6i F. columnare
ALG- 530 & 28 dpv, cac gia tri ty 1& chét tich lily sau 15 ngay sau khi thach thirc 1a
43,6, 54,3 va 61,4% & ca da tron dugce ti€m chung vacxin béng 17-23, FCRR va
duoc gia tiém chung vacxin, twong Gng (Bang 2). Ty 18 chét tich lily quan séat duoc
& ¢4 con duge gia tiém chiing vacxin cao hon dang ké (P< 0,05) ty 1& chét tich liy
ctia ¢4 duoc tiém chung vacxin bang bién thé gidng II (17-23) (FIG. 2). Cac gi4 tri
RPS 12 29,0 va 11,6% trong ca dugc tiém ching vacxin bang 17-23 va FCRR, tuong
ung (Bang 2).

Bang 2. Ty 18 chét tich liiy va phan trim sdng sét tuong tng clia cé tré song
con dugc tiém chung vacxin sau khi thach thirc ngdm bang ching F. columnare doc
& 28 dpv (lan thir 2). Trong cot, cac chit cai viét bén trén khac nhau thé hién su khac

biét dang ké (p < 0,05).

Vacxin L0 trinh Liéu vacxin Chung va S(“'), luong | Ty 1& chét | RBSP
tiém ching lieu thach | chét/duoc | (%) £ SE | (%)
vacxin thtrc thach thtc
. 6,7 x 10° 43,6 + 29,0
17-23 DI CFU/mL 61/140 1.62 A
ALG-30
. 5,7x 108 (Gidng 11) 54,3 + 11,6
FCRR DI CFUML | 93x106 | /040 | gggan
- CFU/mL
boi . Gia tiém 61,4+ -
ching bl ching vacxin 86/140 0,28 B

DI, ngam truc tiép
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b RPS, phan tram sdng st tuong Gmg

Bang 3. Phan tram ty 1& chét tich lily va RPS clia c4 tré sdng con dugc tiém
chung sau thach thirc ngdm bang céc ching F. columnare doc hoic 12 giéng I (ARS-
1, lidu thach thirc 12 9,8 x 105 CFU/ml) hodc 12 giéng I (BGFS-27, liéu thach thirc
12 7,6 x 106 CFU/ml) & 28 dpv (Thuc nghiém 2). Trong cdt, cac chit cai viét bén trén
khéc nhau thé hién su khéc biét dang ké (p < 0,05).

Chung dugc Liéu vacxin Chung Phén tram ty 18 chét tich liiy | RPS
cai bién (CFU/ml) | thach thtc (gié tri trung binh + SE)
s 6.5 x 106 ARS-12 1,5+0,01° 90,9
CFUML | papg.a7h 41,5+ 0,08 37.0
. | ARs-12 454001 72.7
o | S5l
I BGFS-27° 63,0 £ 0,05¢ 4.4
, ARS-12 16,5 + 0,032 -
Doi ching -
BGFS-27° 65,9 & 0,03° -

2 oibng 1 F. columnare
b oidng I F. columnare
¢ RPS, phin tram sbng sot twong ting
Vi du 3 — Tiém ching vacxin & cé rd phi song Nile va thach thirc

Téng 510 con c4 giéng loai ca rd phi song Nile dugc phan bd vao ba nhém
xtt 1y, 170 con c& duoc st dung trong m&i nhém (17 con mdi bé c4, mudi 1an 1am lai
thi nghiém). C4 16 phi duoc tiém chiing vacxin bang DI nhu néu trong Vi du 2, sir
dung vacxin thr nghiém 17-23 va FCRR ¢ cac néng do1a2,2 x 10% va 7,3 x 10°
CFUmL"!, trong tng trong 30 phut. Nhém ddi chimg dugc gia tiém chiing vacxin
bang cach ngdm trong canh MS vo triing va phoi nhiém véi ciing quy trinh va cling

di€u kién moi truong nhu cd dugc tiém chiing vacxin ngoai trir viéc bo sung thanh
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phén vacxin chu dong. Hon dich vacxin 1a hai lit nuéc + 20 mL gibng cdy dot bién
tuong tmg hoic MS v tring cho c4 ddi ching. Sau khi tiém chiing vacxin, ci & mdi
nhém xir Iy dugc tach ra khoi bé vacxin, thay thé tré lai hd giir chung ban dau theo
nhém xt 1y twong tng ctia chiung cho dén ngay thach thirc, va duge cho in hang
ngay voi 3% trong luong co thé. O 28 dpv, c4 & mdi nhém xir ly dugce chia thanh 2
nhom, 5 14n 1am lai thi nghiém/mdi hd ca. C4 & mdi nhém dugc thach thirc ngdm
trong bé chira hodc 12 ching F. columnare (BGFS- 27, gidng IT) hodic (ARS-1, gidng
1) v6i ndng @6 14 2,7 x 10 hodc 5,5 x 10° CFUmL'!, twong ting trong 30 phut. Viéc
cho #n dugc phuc hdi 24 h sau khi thach thirc. C4 da thach thire dugc gidm sat trong
mudi 1am ngay sau khi thach thirc va ty 16 chét dugc ghi lai hang ngay. Ca chét duge
tach ra hai 14n mdi ngay va dugc nudi céy dé khéng dinh su c6 mat hodc Véng mat
cia F. columnare trong ca chét 1a nguyén nhan céi chét. Gidng cdy vi khuin c6
nguodn goc tir da va cdc md & mang va dugc cdy thanh vach vao dia thach agar

tobramyxin MS. Két qua cua thach thirc dugc dua ra duéi dang RPS.

Khi cé 16 phi song Nile dugc tiém ching vacxin bang 17-23, FCRR hoic
duoc gia tiém ching vacxin dugc thach thirc bing BGFS-27, giéng I1 F. columnare,
& 28 dpv, ty 16 chét tich liiy 14 11,8, 55,3 hodc 65,9% twong ting (Bang 4). Trong khi
ty 18 chét tich Iiiy 12 8,2, 15,3 hodc 62,4% khi ca rd phi duge tiém chiing vacxin bing
17-23, FCRR hoic dugc gia tiém chiing vacxin tuong tng, thach thirc bang ARS-1,
gidng I F. columnare, & 28 dpv. Ty 1& chét tich lily quan sat duoc véi ca duogc gia
tiém ching vacxin duoc thach thirc véi gidng va ty 1& chét tich lily quan sat dugc &
c4 duge tiém chung vacxin bang FCRR thach thic bing BGFS-27, gidng 11, cao hon
dang ké (p < 0,05) ty 1& chét tich lity quan sat dugc véi cd dugc tiém ching vacxin
bing 17-23 thach thirc v6i gidng va ty 18 chét tich liy quan sat duge véi ca duoc
tiém chiing vacxin bang FCRR thach thuc voi ARS-1, gidng I (Bang 3). Ty 1é chét
tich lily ciia ca dot bién gidng IT dugc tiém chiing vacxin thap hon dang ké (P <0,05)
ty 18 cta ca duoc gia tiém ching vacxin MS (FIG. 3), dé xuat 14 dot bién nay tao ra
su bao vé dang k& cho ca r6 phi séng Nile chdng lai ching F. columnare doc kiéu
dai. Sau 15 ngay sau khi thach thirc, cac gia tri RPS 1a 82,1 va 16,1% quan sét duoc

& ¢4 16 phi séng Nile duogc tiém ching vacxin bang 17-23 va 10 FCRR, tuong tng,
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khi c4 duoc thach thirc & 28 dpv bang BGFS-27, chiing gidng II ctia F. columnare
(Bang 2). Tuy nhién, khi c4 dugc tiém ching vacxin bang 17-23 va FCRR duoc
thach thtrc v6i ARS-1, chung giéng I ctia F. columnare & 28 dpv, céc gia tri RPS 12
86,9 va 75,5%, twong ing (Bang 3). F. columnare dugc phan 14p lai tir da va mang
ctia ca chét. Tuong tu véi két qua ciia l4n thtr 1 va 2, viée tiém chiing vacxin ctia c4
rd phi sdng Nile bing vacxin/gidng II dugc cai bién, 17-23, trao viéc bao vé chdng
lai ching F. columnare ddc cua ca hai gibng (I va IT) nhu tiét 16 bdi cac khac biét

dang ké trong ty 1& chét tich Iy gitta cdc nhom xu ly (FIG. 3).

Bang 4. Ty 18 chét tich lity va phin trim séng twong Gng clia ¢4 con rd phi
song Nile dugc tiém ching vacxin theo cach ngdm sau khi thach thirc ngdm véi
chung F. columnare giéng I hogic gibng II tai 28 dpv (1an thir 3). Trong cot, cac chit

c4i viét bén trén khac nhau thé hién sy khac biét dang ké (p <0,05).

Vacxin | Liéu vacxin thécglﬁ?h%i . Lié;lngh cshoéya‘?;;%: chr{é:’t ?‘?;A)) I%};gb
| thich thir : 231:3’[
BGFS-27" | gt 10/85 Liga | 821
6
e e T T L
BGFS-27" | S 47/85 oo | 161
6
b cThlerg ARS-1? égé/rln(}g 53/85 228‘;?; i
Mg | vacxingia | BGES-27 | gl XL 56/85 giﬁﬁ :

2 F. columnare gidng I
b F columnare gidng II
¢ RPS, phén trim sbéng sot twong Gng

Vidu 4 - Thtt nghiém bam dinh
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C4 (~ 4 g c4 16 phi x 30 con ca mdi lidu) dugc tiép xtc véi hai lidu vacxin:
1,7x10* CFU/ml va 1,7x10° trong 30 phut (tiép xtc duge tién hanh theo cac giao
thitc thach thirc duoc md ta trén ddy). Cac doan mang duogc Iy tir 3 con c4 dudc
chon ngiu nhién & 30 phit sau khi ngdm trong bé vacxin, va 6 va 24 gid sau khi
ngam (cé da duoc chuyén tir bé vacxin t6i thing ban dAu coa chiing sau 30 phit tiép
xtc). Ba mau (1 mau = 3 con c4) dugc phan tich theo thoi gian 14y mau. Md ¢ mang
dugc can va pha loang trong 500 pl canh MS, ddng nhit vdi chit ddng hoa mo cam
tay, va duoc pha lodng lién tiép trong canh MS. Tir mdi mau pha loang, 100 pl dugc
dat 1én dia thach 3 MS, va 0 trong 48 gi¢ ¢ nhi¢t dd 28°C. Cac khuén lac duoc dém,
va CFU/mg trung binh duoc thé hién trén FIG. 5. Theo dd thi, di c6 dap tmg liéu &
30 phut sau khi ngdm, va vacxin da dugc thu hdi tir cac lidu cao ¢ 6 gid, nhung chi
c6 mot vai té bao duoc thu hdi tir lidu 106 CFU/ml & 24 gio. Vi mdi giao thire dém,

it hon 30 khuén lac mdi tAm duoc chu thich 13 "khong".
Thao luan

Vacxin thuong mai AQUAVAC-COL™ c¢6 dot bién khéng rifampixin khong
doc hai cua F. columnare gibng I (twong dbi it doc so véi gidng II). Nhu duge bdc
16 trong ban mo ta nay, hi¢u qua cta cac chung F. columnare gidng IT dot bién duoc
giam doc lyc méi (17-23 va 16-534), va cac vacxin thwong mai, duoc danh gid ¢ ba
loai c4 khac nhau. Két qua cho théy cac chung dugc giam ddc lyc an toan va tao kha
ning mién dich bao vé (khéc nhau gitta céc loai c4) dbi vé6i thach thire sau d6. Vi du,
tiém chiing vacxin cua cd ngua van v6i 17-23, 16-534 va FCRR & néng do 7,8 x 109,
1,5x 106 va 9,1 x 10® CFUml", twong Gng, ddn dén ty 18 chét tich liy 63,1%, 70,2%
va 81,0% va 28,4 %, 20,3% va 8,1%, RPS, twong tng, sau thach thic véi BGFS-27
(gidng IT) tai 28 dpv. Ching 17-23 thuc hién t6t hon dang ké so v4i vacxin thuong

mai.
Két luan tdng quat
Khi c4 da duogc thach thirc véi BGFS-27, gia tri ty 18 chét tich liy 1a 11,8,

55,3 va 65,9% cho 17-23, FCRR va dbi ching, trong g va gia tri RPS 1a 82,1 va
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16,1% cho 17-23 va FCRR, tuong ting. Mac du, khi cé& da dugc thach thtrc véi ARS-
1, gia tri ty 16 chét tich liy 14 8,2, 15,3 va 62,4% cho 17-23, FCRR va dbi ching,
tuong Uung va gia tri RPS 1a 86,9 va 75,5% cho 17-23 va FCR, tuong Ung. Nhin
chung, két qua chimg minh ring vacxin thir nghiém vuot troi so véi 17-23 FCRR
trong viéc bao vé ca dbi v6i thach thire sau dé véi cac ching c6 doc cao cla F.
columnare, va chi ra rang viéc sit dung céc bién thé giéng II dudi dang vacxin diéu
bién sdng tiém ning 12 an toan va kich thich bao vé tot hon chéng lai bénh tring dudi

so véi viéc sir dung céc bién thé giong I.

Nhu duge md ta chi tiét trong cac phuong 4n duge wu tién cia sang ché, phai
hiéu réng sang ché duoc x4c dinh boi cac doan trén ddy khong bi gidi han bai cac
chi tiét cu thé duoc quy dinh trong phin mo ta trén ddy do c6 nhiéu bién thé rd rang

va khong roi khoi pham vi cia sang che.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Chung Flavobacterium spp. dwoc giam doc luc thich hop dé ding 1am thanh phan
hoat tinh cta ché phdm mién dich an toan va hiéu qua, thich hop dé kich thich d4p
mg mién dich chdng lai it nhat mot Flavobacterium spp. ddc & cé, trong 6 ching
nay duoc chon tir nhém bao gébm chiing 17-23 dwgc ndp luu dudi tén CECT 7737,
va chung 16-534 dugc ndp luu dudi tén CECT 7736.

2. Ché phdm mién dich an toan va hiéu qua chta it nhét mot ching duoc giam doc
luc gibng II Flavobacterium spp., trong d6 ching dwgc giam doc luc ndy khéng
rifampixin, va trong d6 ching dugc giam doc luc nay c6 kha ndng kich thich dap
g mién dich & ca chéng lai su phoi nhiém tu nhién, hodc thach thirc thir nghiém
sau d6 voi, it nhat mét chung Flavobacterium ssp. doc, trong d6 ching dugc giam
doc luc nay duge chon tir nhém bao gém chiing 17-23 duoc ndp lwu dudi tén CECT
7737, va ching 16-534 dugc ndp luu dudi tén CECT 7736.

3. Ché pham theo diém 2, trong d6 ché phdm nay 12 ché pham vacxin, c6 kha ning
kich thich dap ung mién dich bao vé & ca chéng lai su phoi nhiém ty nhién, hodc

thach thire thir nghiém sau d6 véi, it nhdt mot chiung Flavobacterium ssp. doc.

4. Ché pham theo diém 2, con chira chit mang chdp nhan dugc trong thu y hoic vé

mat duoc hoc.

5. Ché pham theo diém 2, con chira chat dém 6n dinh.

6. Ché pham theo diém 5, trong d6 chat dém 6n dinh nay chia:
a. FeSOq;
b. CaCly;
c. KHyPOy4; va

d. MgSOs.
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7. Ché phim theo diém 5, trong d6 chat dém On dinh nay chua:
a. khoang 0,4uM FeSOy;
b. khoang 4,6uM CaCly;
c. khoang 100uM KH2POg4; va
d. khoang 120pM MgSOs.

8. Ché pham theo diém 3, trong d6 chat dém nay 6n dinh ché pham trong it nhat

khoang hai thang khi ché pham nay duogc bao quan & nhiét d6 moi trudng.

9. Phuong phép san xuat ché phdm theo diém 5 chtra chat dém On dinh, phuong phép
nay bao gdbm budc tao huyén phu lai it nhit mot ching Flavobacterium spp. duoc

giam doc luc trong chit dém 6n dinh.
10. Phuong phap theo diém 9, bao gdm cac budc:

a. phat trién chang Flavobacterium spp. duge giam doc luc trong moi truong
va tao vién ching Flavobacterium spp. bang cach ly tim ¢ tdc d6 khoang 5000

vong/phut trong 5 phut;
b. loai bé moi trudng;
c. tao huyén phu lai chung Flavobacterium spp. trong chat dém 6n dinh;

d. chuyén céc té bao da dugc tao huyén phi lai vao thing chira v tring, bang

cach d6 tao ra ché phém chira chat dém 4n dinh.
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