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(57) Sang ché dé cap dén quy trinh san xuat ché pham khang nguyén, ché pham khang

nguyén nay cé thé duoc st dung dé san xudt vacxin sin sang dé dung cho lon, dé ngin

ngtra hodc lam giam bénh do nhiém M.hyo hodc PCV2 giy ra va céc triéu chimg lién quan
cta bénh. Quy trinh nay dac trung ¢ chd bao gom bude tron khang nguyén PCV2 véi phic
hop khang nguyén/chat phu trg di duoc tao trudce ciia khang nguyén M.hyo duoc hip phu
1én chat phu trg nhom- -hydroxit. Theo do, vacxin két hop PCV2/M.hyo theo sang ché c6
hiéu luc cao ngay sau mot lan dung, chéng lai viéc 1ay nhiém va bénh do M.hyo va PCV2
gdy ra khi nhiém mot hoic ca hai mam bénh nay. Vacxin nay cling rat an toan khi sir dung,
& dang sdn sang dé dung, va vé mit kinh té c¢6 thé trién khai san xuat.
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Linh vuc ky thuat dwoc dé cap

Séang ché dé cap dén linh vuc thubc tha y, cu thé 1a vacxin cho lon khang
Mycoplasma hyopneumonie va khéang circovirut typ 2 trén lon. Cu thé, sang ché d&
cap dén quy trinh sin xuét ché phdm chira khéng nguyén vacxin. Sau do, ché phdm
nay s€ dugc dung dé san xuit vacxin két hop & dang sin sang dé dung cho lon va co
hiéu qua. Ngoai ra, sdng ché d& cap dén viéc st dung ché pham khang nguyén c6 thé
thu dugc bing quy trinh theo séng ché, vacxin duoc san xudt tir ché phim khéng
nguyén ndy, va cac phuong phap va viéc st dung ché phdm khang nguyén va vacxin

theo sang ché.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Mycoplasma hyopneumonie (M.hyo) 1a tic nhan chinh gdy ra bénh viém phdi
dia phuong (EP) (lon), mét bénh phdi man tinh & lon, xuét hién trén toan thé gidi.
Trong cac tai liéu trude day, vi khuén nay con dugc goi 1a M. suipneumoniae. Vi
khuén nay c6 kich thuéc kha nho, khong c6 thanh té bao, va thudc 16p Mollicutes. Pac
biét lon con rat d& méc bénh c6 kha ning 1y truyén cao ndy, va thuong lay truyén qua

khong khi hodc bang cach tiép xuc truc tiép.

Bénh phdi do M.hyo gay ra phn 16n 1a bénh ly qua trung gian mién dich, dan
dén viém phéi dong diac. Mic du khong tiét ra chat doc ndi bat, nhung vi khuén nay
tao thanh céac tdp doan va pha huy biéu mo c6 16ng nhung trong phdi, 1am cho 1dng
nhung mét d6 hoat dong. Phu thudc vao didu kién nuoi nhdt va ap luc moi trudng, hau
qua kho khic phuc nhét ctia bénh nay 1a dan dén cac nhiém trung thi cAp khac & hé ho
hép cta lon, do céc mAm bénh vi khuén va virut khac gly ra. Diéu nay lam ting bénh
duoc goi 1a: Bénh ho hép phirc hop & lon (PRDC), biéu hién bing su ton thuong phdi
nghiém trong. Sau d6 gay kho chiu cho dong vét, EP va PRDC gdy ra tdn thét kinh té
nghiém trong cho nganh cdng nghiép chin nudi lgn do nang suét lién quan dén tde do

tang trueong va ty 1¢ chuyén héa thirc &n giam, cling nhu can chi phi chdm soc thil y va
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stt dung thube khang sinh (Thacker & Minion, 2012, Mycoplasmosis, in: Disease of
swine, 10th ed., J. Wiley & Sons, p. 779 - 797).

Cac mam bénh trén lon khéc lién quan dén PRDC la: virut nhu: circovirut typ 2
trén lon, virut cim lon, va virut gy hoi chiing roi loan ho hap va sinh sén & lgn; va vi
khuan nhu: Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida, Streptococcus suis va

Actinobacillus pleuropneumoniae.

Do thuéc khang sinh chi c6 hiéu qua mot phan nén phuong phap diéu tri chinh
chdng lai bénh va khic phuc cac tén thit trong chin nudi lién quan dén M.hyo, 12 bing
céch chung ngira, tot hon 13 & giai doan sém trong doi. Dé tham khao, xem: Maes et al.
(2008, Vet. Microbiol., vol. 126, p. 297-309). Thong thudng, lon con dugce chung ngura

tlr giai doan so sinh, dén 4 tuén tudi, tiy y ching ngira nhac lai mdt vai tuén sau do.

Co ché chinh x4c cta viéc kiém soat bénh thong qua mién dich dugc vacxin
khang M.hyo tao ra vin chua dugc hiéu hoan toan. Mic du viéc chung nglra khong thé
hoan toan ngin nglra dugc sy xdm nhép cua vi khudn vao phdi hoic su lan truyén cua
chiing, nhung viéc ching nglra van c6 hiéu qua trong viéc lam giam dang ké céc tridu
ching 14m sang nhu sy xdm nhdp cua vi khuin vao phdi, ton thuong phbi, va viém
phdi, giam 1ay lan, va phuc hdi ning suét kinh té, nhu mic ting cén trung binh hing
ngdy. Dé kiém soat hidu lyc cla vacxin, cac thong sé bénh 1am sang khac nhau c6 thé
dugc tinh diém va dugc kiém so4t nhu ty 18 méc bénh, viém phéi, bénh viém mang
phdi, nhung cling cé thé bang cach phat hién hodc dinh luvgng M.hyo dugc phan lap
lai, nhu bing huyét thanh hoc, md hoc, hodc PCR.

Mot cach thong thudng dé xac dinh hiéu luc va tic dung bao v€ clia vacxin
M.hyo 1a tinh diém ty 1& giam mirc d§ nghiém trong cia tén thwong phdi. Cac tén
thuong nay thuong dugc tinh diém trong qua trinh md x4c théng qua viéc danh gia
tbng quat su xAm nhdp cia vi khudn vao phdi, vi du theo thang diém Goodwin
(Goodwin et al., 1969, J. Hyg. Camb., vol. 67, p. 465-476), thang diém nay chay tir 0
dén t6i da 12 55 diém khi phdi bi anh hudng hoan toan. Vi vacxin hitu hiéu, diém sb
tén thuong phdi giam trén 50% c6 thé quan sat dugc khi so sanh hiéu qua cla thir
thach nhi®m khudn ¢ dong vat dugc ching ngira so v6i dong vét khdng dugc ching
ngira. Viéc gidm diém s tdn thuong phéi la déu hiéu cho thdy viéc bio vé mién dich

¢6 hidu qua, va twong quan véi sttc khoe ctia lon cling nhu ndng suét cua lon duogc
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phuc hdi dang ké khi duge do bang ty 1€ chuyén héa thirc #n va mitc ting can trung

binh hing ngay (Maes et al., 2008, Vet. Microbiol., vol. 126, p. 297-309).

M.hyo ¢6 thé duge nudi cdy in vitro, nhung cAn méi trudng nudi cdy rat giau
dinh dudng do bd gen cd kich thude nhéd cta nd khong c6 kha nang tu chuyén hoa céc
dudng chét can thiét. Mot vi du 1a mbi trudng do Friis mo ta (1975, Nord Vet. Med.,
vol. 27, p. 337-339), 1a mdt moi trudong phirc tap chira chit chiét nAm men, huyét thanh
dong vat va céac chét chiét khac nhau c6 ngu(‘A)n gbc tir lon va bo. Khi duge sinh trudng
ddy du, moi trudong nudi cdy M.hyo hoan chinh thudng bi bét hoat bang phuong phap
hoa hoc phuong phép hodc vat ly, vi du bing cach sir dung formalin, dé tao ra khang
nguyén loai ‘vacxin vi khudn’: khang nguyén toan bd mdi trudng nudi chy té bao
M.hyo dugc tiéu diét. Sau d6, moi truong nudi cdy da bat hoat c6 thé duoc co dic (vi
du 10-20 14n), vi du béng cach loc va dugc dung dé san xuét vacxin. T viéc st dung
mdi trudng giau dinh dudng va co dédc, khang nguyén vacxin vi khudn M.hyo chira
nhidu protein, axit béo tir moi trudong, v.v., ma cd thé anh huc’mgv dé'n‘ viée xur 1y tiép

theo thanh vacxin.

Hién nay trén thi truong co nhiéu loai vacxin khang M.hyo va céc VacXin nay
thuong dugce st dung trong phén 16n cac hoat dong chin nudi lon thuong mai. Thong
thuong cac vacxin nay la cAc vacxin bi bat hoat dugc san xudt tir vacxin vi khudn duoc
phu trg ma dugc dung bang cach tiém ngoai dudng tiéu hoa. Mot sb vi du vé& vacxin
nay la: RespiSure™ (Zoetis), Ingelvac™ M. hyo, va MycoFLEX™ (Bochringer
Ingelheim), Hyoresp™ (Merial), Stellamune™ Mycoplasma (Elanco Animal Health),
va M+Pac™ (Merck Animal Health).

Céc chung M.hyo da duogc biét rd dugc st dung trong san Xuét hodc phat trién

vacxin 1a: chung J (s6 nop luu ATCC 1a 25934), ching 11, hodc chiing 232.

C6 thé bién ddi va tinh ché cac vacxin ndy, vi du st dung loai chét phu tro (dau
khoang, khong dau khoang, mubi nhom, polyme tdng hop, v.v.), lidu lugng dugc su
dung (1 hoac 2 ml), do tudi duoc ching ngtra (1 ngady, 7 ngay hodc 16n hon, 3 tun, 6

tudn hodc 16n hon, v.v.), hodc dudng dung (trong co, dudi da, hodc trong da).

Vacxin M+Pac bao gdm chat phu trg kép, Emunade™ 1a nhii tuong dau trong

nude cia diu khoang duge phén tén trong chit mang chita nu6c, nhd d6 chat mang
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chira nu6c bao gdm chét phii trg nhdm-hydroxit. Vacxin M+Pac dugc ban trén thi

trueong tr ndm 1996.

Viéc phat trién vacxin M.hyo gan day pht hop véi ché d6 dung theo liéu, bang
cach cung cdp vacxin khong can ching ngira nhic lai, dugc goi 1a: vacxin “mot lidu”
hoac “lidu don”. Theo cach khéc, vacxin ma co thé dung theo lidu linh hoat da duoc
phat trién: lidu don hodc lidu doi, dwgc goi 1a: ‘liéu linh hoat’, vi du 2 lan 1 ml, hodc

mot 1an 2 ml.

Bén canh chit phi trg nhii tuong trén co s& dAu, mudi nhdom duoc st dung lam
chét phi trg cho vacxin M.hyo. Mudi nhom 1 chit phi tro da dugc biét 13, va d6i voi
vacxin dung cho ngudi thi ching 1a loai chit phu trg chinh. Céac mudi khic du(j’c su
dung: ‘Chét phu trg nhom-hydroxit’, 1a tinh thé nhém oxyhydroxit (AIO(OH)); ‘chét
phtt trg’ Nhom-phosphat, 1a nhdm hydroxyphosphat v dinh hinh (AI(OH)m(POas)n; va
‘Nhom-sulphat chét phu trg’, hodc: ‘Alum’, 1 nhom hydroxysulphat v dinh hinh
(AIK(SO4)). Hai loai chdt phu tro dugc d& cép sau la cdc dan xuét cua nhom
oxyhydroxit, bang cach tuong Ung thay thé nhom hydroxyl bing nhém sulphat hodc
phosphat. Dé tham khao: Hem & HogenEsch (2007, Expert Rev. Vaccine, vol. 6, p.
685-698).

Co ché tac dong cua chét phu tro mudi nhém van chua duge hiéu hoan toan;
trén co s& 12 sy hdp phu cta khang nguyén voi mubi nhom, va cach giai phong cia
ching bén trong co thé cua dich dugc chung ngira. Viée lién két khang nguyén voi
mudi nhom 1a két qua cua cac kiéu lién két khac nhau, nhu bay theo cach vt ly, va ca
twong tdc tinh dién gifta cac phan tir tich dién trai ddu. Ngoai lién két cong hoa tri c6
thé dugc tao ra thong qua viéc trao d6i phéi tir anion nh d6 nhoém phosphat tir khang
nguyén thay thé cho nhém hydroxyl trén mudi nhém. Thong qua céc loai lién két khac
nhau nay, khang nguyén va chét phu trg mudi nhém tao thanh phitc hgp trong dé
khang nguyén da lién két c6 thé ¢6 chu tric dugc bién ddi, nhung ciing ¢6 thé duoc
lam 6n dinh.

Bén trong co thé cla dbi twong, phtrc hop chét phu tro-khdng nguyén s& duoc
phén gii béng céc didu kién va enzym trong dich md k&, va khéng nguyén s& tach ra
va sin sang dé di vio hé mién dich. Nho d6 mudi nhom kich thich viéc hip thu cta

khang nguyén bing té bao trinh dién khéng nguyén. Mudi nhom ciing gy ra dap Gng

-5



31837

Th2 manh, va vi thé sén xuit khang thé (Exley et al. 2010, Trends in Immunol., vol.
31, p. 103 - 109).

Trong chit phu trg nhdm-hydroxit, mudi nhom & dang tinh thé boehmit. Dang
tinh thé nay 1am cho mubi c6 cAu truc soi ma trong nude sé tao ra dung dich gel keo.
bay ciling 1a dang san pham dugc ban trén thi trudong, vi du: Alhydrogel™ (Brenntag
Biosector), Rehydragel™ (Reheis), va Rehsorptar™ (Armour Pharmaceutical). Céc
san phdm nay sin c6 & céc ndéng dd va lugng khac nhau, va cling khac nhau vé kich
thude tinh thé; tinh thé nhé hon ¢6 kha ning lién két khang nguyén t6t hon. Chét phu
trg nhom-hydroxit ¢6 diém dién tich khong bang khoang 11, c6 nghia la & do pH nho
hon 11, né tich dién duong. Két qua 1a, & do pH sinh ly ndm trong khoang tlr 6 dén 8,
chét pht trg co thé hdp phu protein khdng nguyén tich dién 4m (Al-Shakshir et al.,
1994, Vaccine, vol. 12, p. 472 - 474).

Viéc hép phu va tao thanh phitc hop bt ddu nhanh, nhung dé hép phu hoan
toan thi c6 thé can vai gid. Mitc d6 hap phu ciing phy thudc vao kha nang lién két ctia
mudi nhom duge ding. PE dinh lwong kha ning lién két protein ctia mudi nhom, thu
nghiém lién két st dung luong da biét cta protein chuin c6 thé duogc st dung; thir
nghiém lién két chudn dbi v6i chat phu trg nhom-hydroxit duge quy 'dinh‘ trong
Chuyén khao dugc dién chdu Au 1664. Chét phu trg nhom-hydroxit ban trén thi

truong thuong co thé lién két véi 2,5mg albumin trong mdi mg nhdm & do pH sinh ly.

Mot mim bénh rit quan trong khac & lon gdy anh hudng 16n dén kinh & 1a
c1rcov1rut typ 2 trén lgn (PCV2). DPé tham khao, xem Gillespie et al. (2009, J. Vet.
Intern Med., vol. 23, p. 1151-1163). PCV2 ban dau dugc xac dinh 1a tac nhén gay
bénh cta “hoi chimg cdi coc sau cai sita” (PMWS), quan sat thay 4] lqn con. Tri€u
chirng 1dm sang va bénh ly hoc bao gdm ngdy cang coi coc, kho thd, nhip thé nhanh,
va vang da ngiu nhién va bénh vang da. Lon circovirut thuge ho Circoviridée, va la
virut ¢6 kich thuéc nhéd (17nm), khong ¢6 vo, gdm 20 mat, véi capsit chira bo gen
ADN mach don, dang vong khoang 1760 nucleotit. BO gen chi chira vai khung dQc
mé, ORF2 ctia ching ma héa protein capsit cla virut bang khoang 28 kDa. N6 chira

epltop trung hoa virut chinh.

PCV2 kha 6n dinh, va c6 kha nang lay nhlem cao. No dugc lay qua cac loai

dich tiét khac nhau ctia co thé, va lay lan theo ca chiéu ngang va chidu doc trong dan
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lon. Do PCV2 la virut gdy u lympho, nén cac tén thuong chinh do nhiém PCV2 la
giam md lympho. Két qua 13 gy tc ché mién dich lam cho dong vat bi nhiém PCV2
tré nén d& nhiém trung thir cp. Két qua 1a bén canh PMWS, PCV2 ciing tham gia vao
nhiéu triéu chimg bénh ¢ lon khac dugc goi chung la: bénh (lién quan dén) cirpov_irut
lon hPCVD, hodc PCVAD). Cac bénh PCVD dugc quan tdm nhét 1 bénh hd hip phic
hop & lgn, hoi chimg viém da suy than & lon, x4o trdn sinh san, bénh viém rudt sinh u

hat, chirng run bam sinh, va viém ngoai da.

Khong c¢6 cac ddu hiéu 16 rang ctia nhiém trung thir cép, tuy nhién, phan 16n lon
bi nhiém PCV2 khong thé hién hoi ching 1am sang rd rang cua bénh. Triéu ching
nhidm PCV?2 cén 14m sang chi ty biéu hién thong qua tbc d6 ting truéng kém va ning

suét thap ¢ lgn c6 vé khde manh.

Céc triéu chirng (cén) 1am sang cia PCVD do PCV2 ¢6 thé quan sat dugc & lon
thuong trong giai doan tr 3 hodc 4 tudn tudi trd di, 12 thoi diém ma lon con cai sita va

khéng thé bao vé tir me bt dau gidm.

DPé bao vé khang lai PCV2, c4c vacxin ban trén thi truong da duge phat trién,
va cdc vacxin nay dugce st dung trén toan thé gidi. C6 nhiéu loai vacxin khac nhau 1a:
vacxin trén co s¢ virut PCV2 toan phz‘?m bi bat hoat (Circovac™, Merial), hodc virut
kham PCV1/PCV?2 bi bét hoat (Suvaxyn™ PCV/Fostera™ PCV, Zoetis); hodc vacxin
6 clu tric dudi phan ti trén co s& protein capsit dugc biéu hién tai t6 hop (Ingelvac™
CircoFLEX, Boehringer Ingelheim; Porcilis™ PCV/Circumvent™ PCV, Merck/MSD
AH). Loai vacxin cé cdu tric dudi phan t dugc san xuit bing cach biéu hién tai t6
hop PCV2 ORF2 trong hé théng biéu hién baculovirut/té bao con tring. Capsit dugc
biéu hién tu ldp ghép vao trong phn tir gidng virut (VLP). Capsit ndy twong tw virion
PCV?2 ty nhién, ngoai trir n6 thiéu bo gen cta virut, vi thé khong c6 kha ning sao chép.
Vacxin trén co s& PCV2 VLP nay di duogc chirng minh 13 an toan va hitu hi€u, ¢ lugng
khoang 20 microgam PCV2 VLP trong mdi liéu dung cho dong vat, dugc phu tro bang
nhil trong dau trong nudce (xem: WO 07/028.823).

Phu thudc vao loai chit phu trg dugc st dung, hiéu luc cua vacxin PCV2 6 thé
phén 16n duoc dua vao mién dich hormon hodc mién dich té bao. Hiéu gia c6 thé duoc

do vi du bang cach st dung Elisa thuong mai: Synbiotics SERELISA™ PCV2 Ab
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Mono Blocking ELISA. Theo cach khac Elisa gian tiép ndi bod (in-house) c6 thé duoc
st dung, nhu Haake et al. @ mo ta (2014, Vet. Microbiol., vol. 168, p. 272-280)

Vacxin PCV2 lam giam sy sao chép va ldy lan cua virut PCV2. Nho d6 lam
giam tai luong virut PCV2 trong phdi va md lympho, va bao vé chéng lai viéc giam
md lympho, PCVD, va lay nhiém theo chiéu ngang. Két qua 1a vacxin nay phuc hdi
strc khoe chung va ning suét ctia dan lon dugce ching ngira nhu bing cach: ty 1& chét
giam, muc tang cén trung binh hing ngay t6t hon va hiéu sudt chuyén hoa thirc in

dugc cai thién.

Hiéu luc va tac dung bao v¢ cia vacxin c6 thé duge do béng cach x4c dinh
ndng d6 khang thé dic hiéu PCV2, hoic béng cach phat hién tai luong virut PCV2
trong huyét thanh hogc trong chit bai tiét (dich tiét & miéng, mili, phan, nudc tiéu),
hodc bing cach phat hién cdc mam bénh khic tham gia vao bénh PCVD, bang PCR,

(mién dich) mo hoc, lai hoa, hoic huyét thanh hoc.

Chung PCV2 dugc st dung dé phat trién vacxin thuong c6 kiéu gen PCV2a;

cac vacxin nay cling bao vé chéo khang chung c6 kiéu gen PCV2b.

Vacxin chira chét phi trg dau khang PCV2 nhu Porcilis PCV, da dugc thong
bao la gay ra phan Gng cuc b tir vira dén manh & vi tri tiém. Xem vi du Astrup &
Larsen (2010, ap phich s6 P.049, trong: Proceedings 21%* IPVS Congress, Canada, 18-
21 July). Trong thoi gian vai ngay sau khi tiém, quan sat thdy c¢6 hién twong sung cuc
bd vé6i kich thude 1én dén vai xentimet. Tuy nhién, cdc phan tng tai vi tri tiém nay
khong dau va xuat hién trog thoi gian ngin va vi thé ndm trong giéi han chip nhan
dugc. Ngoai ra, chung khong twong quan véi phan (ng toan thén nhét quan, va khong
anh huéng dén hiéu qua chung ngira. Tuy nhién, day la ly do dé cai thién do an toan

cua loai vacxin nay.

Céc triéu chimg bénh do nhiém PCV2 ¢6 thé bi trdm trong thém khi nhiém
M.hyo, va nguoc lai. Vi thé dé bao vé lon hitu hiéu, viéc ching ngtra khang ca PCV2
va M.hyo 14 cin thiét d duy tri stc khoe t6t cho lgn cling nhu loi nhuan kinh té. Vi
thé, viéc chﬁng ngura kép co thé dugc ap dung bang cach sir dung cic vacxin khéng
nguyén don riéng ré& khdang PCV2 va khang M.hyo. Tuy nhién thuén tién cho viéc st
dung va tiét kiém chi phi nhan cong, vacxin két hop dugc uu tién. Ngoai ra, lon con rat

man cam voi cac yéu to gy 4p luc trong moi trudng, vi thé viéc giam so lan ching

-8



31837

duogc chung ngtra sé& truc tiép ¢6 loi cho sirc khée va nang suat cua ching. Tham chi
con tot hon khi vacxin két hop khong can phai chung ngtra nhac lai, khién cho chi cén

chung ngira mdt 1an ma cé thé bao vé khang nhic¢u bénh trong sudt giai doan vd béo.

Vacxin két hop thuong mai khang PCV2 va M.hyo san c6 cho phép ching ngira
khang c& hai mam bénh trong mot lan ching, xem Kim et al. (2011, Vaccine, vol. 29,
p. 3206-3212). Cac vi du vé vacxin ndy la: Circumvent™ PCV-M (MSD AH) va
Fostera™ PCV MH (Zoetis), déu 1a vacxin két hop sén sang dé dung voi lidu linh
hoat, va 12 nhil twong diu trong nudc vdi chit phu trg dau. Trong to roi san phim trén
Fostera PCV MH, Zoetis md t& rang ching khic phuc duge su giao thoa gifta khang
nguyén M.hyo va khang nguyén PCV, bing céch tinh ché khang nguyén M.hyo bing
sdc ky cdt protein A, trude khi két hop v6i khang nguyén PCV2. Tuy nhién, nguoi cb
hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy sé hiéu dugc rang vide tinh ché can than khé

khan va ton kém, va glam tinh kha thi v& mat kinh té ctia san pham vacxin.

Ciing lién quan 1a IngelvacTM ClrcoFLEX/MycoFLEXTM (Boehrmger
Ingelheim), sit dung chit pht trg dung dich polyme. Tuy nhién vacxin nay khong phai
1a loai sin sang dé dung va cin phai trén bén ngoai hai thanh phan vacxin tir cac chai

riéng rg, ngay trude khi dung, didu nay 13 khong thuc té.

Vi thé, mic du tat ca céc vacxin nay déu hiru hi€u, nhung van can tiép tuc di€u
chinh va cai thién d6 an toan, d6 hitu hi¢u, hodc tinh dé sir dung dé ting lgi ich cho

linh vuc chan nudi.

Vacxin thtr nghi¢ém PCV2/M.hyo trong chét phu trg Emunade da dugc md ta
true day (Eggen et al., 2010. Oral presentation no. 0.072, trong: Proceedings 21
IPVS Congress, Canada, 18-21 July). Vacxin nay chimg t6.1a l[am giam tdn thuong
phdi gy ra béi M.hyo kha tbt (NB: v6i n=8, va duoc diéu chinh cho cac gi4 tri ngoai
18), va ndng do cam ting clia khang thé khang PCV2 dugc coi 1a ¢6 hi¢u qua cho loai
vacxin nay. Vacxin nay duoc didu ché béng c‘éch tron khang nguyén M. hyo va khéang
nguyen PCV2 v6i nhii tuong dau trong nudc Emunade trong Céac tac gla sang ché da
két luan ring v& nguyén tic khang nguyen PCV2 va M.hyo ¢c6 thé duoc két hop thanh

vacxin sin sang dé ding, ma khong gay giao thoa mién dich & déi twong.

Tuy nhién, vacxin nay khong thich hop cho thuong mai héa quy md lon, do
khang nguyén PCV2 VLP duoc sit dung dd dugc tinh ché dén do tinh khiét 16n hon
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90% bang cach siéu ly tAm trén gradien CsCl. Budc nay dugc thuc hién véi nd luc
nhim ting dd an todn va ngin ngira phan Gng vi tri cuc bd. Do viée xir 1y sau dbi vai
khang nguyén nay can nhiu nhan cong va cuc ky tdn kém, nén né khong kha thi veé
mat kinh té dé 4p dung & quy md 16n, dic biét 1a khong thé ap dung trong linh vuc

vacxin tha y can chi phi I6n.

Cong bb don quéc t& WO 2014/182872 gin diy mo ta vacxin két hop
PCVZ/M.hyO sin sang dé dung. Vacxin néy duge didu ché bang cach dau tién hoa tan
khéng nguyén M.hyo, sau do6 tron hdn hop nay véi saponin; tié’p. theo hoa tan khe’mg
nguyén PCV2, va bd sung ching vao hdn hop M.hyo/saponin. Cubi cung hdn hgp cua
céc khang nguyén duogc két hop véi chit phi trg dau hodc chat pht trg nhém. Chua ¢

vi du md ta viéc diéu ché hodc sir dung vacxin chira chat phu trg nhom.

Mot tai liéu cong bb gan day ciing chimg to ring viéc phét trién vacxin két hop
PCV2/M.hyo sén sang dé ding 1a rat kho: Boehringer Ingelheim, ngudi da tao ra va
ban vacxin Ingelvac™ CircoFLEX/MycoFLEX™ dé tron bén ngoai, gan day da dua
ra mot thong céo bdo chi r@fmg ho d& chdm dut nd luc trong viéc phat trién vacxin két
hop PCV2/M.hyo sén sang dé dung. Ly do 13 ho da thét bai trong viéc dat dugc muc
d6 an toan va hiéu qua chip nhan dugc. Boehringer Ingelheim, thong céo béo chi cta
cong ty vao ngay 1/9/2014 (www.boehringer-ingelheim.com/ news/news_releases/

press_releases/2014/01 september 2014animal.html) da néu rang:

“Boehringer Ingelheim Animal Health, nha san xut vacxin cho lon hang dau
trén thi truong, da quyét dinh vin tdp trung vao vacxin Circovirut typ 2 trén lon
(PCV2)/Mycoplasma hyopneumonie (M.hyo) dugc tron khi ding va khdng di theo xu
huéng phét trién hdn hop vacxin PCV2/M.hyo sin sang dé dung (RTU). Két qua 1a,
cong ty khong tiép tuc chuwong trinh nghién cau PCV2/M.hyo RTU. Mic du s6 lidu
ban dau 1a hta hen, nhung qua thoi gian rd rang 1a trong truong hop nay, md hinh
RTU khong déap tng dugc ti€u chuin cao vé d6 hitu hiéu va do an toan ma Boehringer

Ingelheim’s FLEXcombo® platform dugc biét”.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

T tinh trang trén, két qua 13, trong linh vyc nay van cén ¢ vacxin két hop cai
tién khang M.hyo va PCV2, hitu hiéu va an toan, than thién véi déi tuong st dung, va

kha thi v& mat kinh té.
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Vi thé, muc dich cia séng ché 1a khic phuc dugc céc nhuogc diém trong tinh
trang k¥ thuat, va phit hop v&i nhu cu trong linh v tha y bang c4ch cung cip vacxin
két hgp PCV2/M.hyo rét hitu hiéu chdng liy nhiém va bénh gy ra béi PCV2 va
M.hyo, dudi dang vacxin liéu don, c6 do an toan cao khi st dung, va & dang san sang
dé dung.

M& ta viin tit cac hinh vé
Fig. 1: Két qua ctia cac nghién ctru thir thach PCV2:

Khoi phat mién dich va khoang thoi gian mién dich, dugc thé hién qua hiéu gia
khang thé khang PCV?2, va tai lugng virut PCV2, khi dugc phét hién bang qPCR.

Fig. 2: Két qua ctia cac nghién ctru thir thich M.hyo:

Khoi phat mién dich va khoang thdi gian mién dich, duge thé hién qua hiéu gia
khang thé khang M.hyo, va dlem s6 tbn thuong phdi. | |

Flg 3: S4 lidu PCV2 tir thir nghiém hiéu luc trén thuc dla

Két qua cua thir nghiém hiéu lyc trén thyuc dia trong do6 viéc nhiém PCV?2 trén
thuc dia dién ra tir tudn 8 dén 12 cta thir nghiém. Két qua duge thé hién qua huyét
thanh hoc va phét hién ADN virut.

Fig. 4: S6 lidu M.hyo tir thir nghiém hiéu lyc trén thyc dia:

Két qué cta thtr nghiém hiéu luc trén thuc dia trong do viéc nhiém M.hyo trén
thue dia didn ra & khodng tudn 12 ctia thir nghiém. Két qua dugc thé hién qua huyét
thanh hoc va diém sé tén thwong phéi.

M ta chi tiét sang ché

Ban ddu, cac tac gia sang ché da rat that vong khi biét ring két qua nhu duoc |
cong bd boi Eggen et al. (supra) khong thé thu duge khi stt dung khéng nguyén PCV2
VLP chudn. Khang nguyén chuan nay 1a khang nguyén duogc st dung trong cac vacxin
PCV2 VLP thuong mai nhu vacxin Porcilis PCV/Circumvent PCV. N6 ¢6 dd an toan
chép nhan duoc va do hitu hiéu cao. Tuy nhién thay vi dugc tinh ché k¥, n6é dugce san
xuét voi mirc dd xtr 1y sau cé tinh kha thi vé& mit kinh té. Phuong phép nay lam cho

khang nguyén c6 do tinh khiét thép hon nhiéu.

Theo quy trinh dugc st dung bdi Eggen et al., cdc tac gia sang ché da thuc hién
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viéc két hop don gian vacxin vi khudn M.hyo va khang nguyén PCV2 VLP chuin véi
chét phu trg Emunade trng. Khong may 13 vacxin thu duge c6 muc do bao vé thap
hon hon mot ntra so v6i mic do bao vé théng thudng trong thir thach nhiém M.hyo:
tdn thwong phdi chi giam 30%, so véi mtc giam 66% khi st dung vacxin chi chira
khang nguyén M.hyo trong Emunade (MJrPaCTM). Két "qué dirge néu trong phén vi du
duéi day.” ' ' ‘

Vi thé, céc tac gia sang ché da bt ngd phét hién ra rang hiéu luc cia vacxin
M.hyo trong vacxin két hgp PCV2/M.hyo sin sang dé dung cho lon chi c6 thé dat mirc
d6 bao vé mong mubn, bang cach st dung quy trihh san xuét ché phém chtra khéang
nguyén vacxin: ma chi bd sung khang nguyén PCV2 sau khi phtc hop cua khang
nguyén M.hyo va chét pht trg nhdm-hydroxit da dugc tao thanh.

Tuong tu, cac tac gia sang ché d3 bit ngd phat hién ra ring vacxin két hop
PCV2/M.hyo nhu d3 md ta trong ban md ta nay da chung t6 profin an toan dugc cai

thién déng ké so v&i vacxin chira mot khang nguyén PCV2.

Vacxin két hgp PCV2/M.hyo ¢6 thé duoc tao ra tir ché phadm khang nguyén
duoc didu ché dic biét nay, c6 hidu luc cao chéng lay nhiém va bénh gy ra bdi M.hyo
va PCV2 sau khi mot 1an dung, rat an toan khi st dung, 1a loai san sang dé dung, va
kha thi v& mat kinh té trong d6 vacxin nay ¢ thé chtra khang nguyén PCV2 khong ¢
dd tinh khiét cao. Trén thuc té, hiéu luc cua vacxin nay béng v6i hiéu lyc ctia vacxin
chira mot khang nguyén khang M.hyo hodc PCV2. Vacxin nay cling hoan toan an toan
khi st dung trong d6 khong thdy c¢6 phan tng cuc bd hodc toan than déng ké khi sir

dung vacxin nay cho lon.

V& khia canh quy md 16n tiém ning dé vacxin két hop c6 thé duoc st dung
trong nganh chdn nudi lgn, hiéu qua va su cai thién nay rit ¢6 ¥ nghia, va 1a hi¢u qua
k¥ thuat bat ngd ma c6 y nghia I6n trong thuong mai. Vi thé, theo cach nay muc dich
ctia sang ché co thé duge dap tng, va két qua 1a cdc nhuoc diém trong tinh trang k¥

thuat c6 thé dugc khic phuc.

Hién nay khong biét tai sao khang nguyén PCV2 khong nén c6 mit trong qua
trinh khang nguyén M.hyo hip phu 1én chit phu trg nhdom-hydroxit. Nguoi ta cling

chua biét tai sao do an toan cta vacxin két hgp PCV2/M.hyo lai rét cao.

Mic du cac tac gia sang ché khong muon bi rang budc bdi gia thuyét hodc md
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hinh bat ky ma c6 thé giai thich dugc céc quan sat ndy, cac tac gia sing ché suy doan
rang khi khdng nguyén PCV2 xuét hién trong qua hinh thanh phtc hop gitra khang
nguyén M. hyo va chét phu trg nhdm-hydroxit, bang cach nao d6 khang nguyén PCV2
c¢6 thé gay can tré hodc tao ra sy hép phu hiéu qua ctia khang nguyén M.hyo lén chét
phtl trg nhdm-hydroxit. Twong tw, khang nguyén PCV2, khong lién két v&i chat phu
tro nhom hydroxit nhu khang nguyén M.hyo, ¢ thé gy can tr& phirc hop tao thanh.
Bing cach nay hodc céch khic, tic dong nay gdy can tré dip ung mién dich khéng

khang nguyén M.hyo sau nay.

Suy doéan tuong tu dbi v6i nguyén nhan khién cho do an toan ciia vacxin két
hop theo sang ché duge tang 1én. DO an toan c6 thé duoc cai thién boi mot sb kiéu
tuong tac clia khang nguyén nay véi cac thanh phan trong chét phi tro kép Emunade:
dau khoang va chét phi trg nhom-hydroxit, 1a kiéu tuong tac khong xuét hién trong
chét phi trg ddu khong chira nhém. Tuong téc ny cé thé 1am giam (hiéu qua cta) céc

chét trong khéng nguyén PCV2 ma néu khong thi s& gdy ra phan Gng tai vi tri tiém.

Vi thé, theo khia canh thir nhat sang ché d& cap dén quy trinh san xuét ché
pham khang nguyén cho vacxin két hop sin sang dé dung cho lon, ché phdm nay chtra
khang nguyén ctia Mycoplasma hyopneumonie (M.hyo) va khang nguyén cua
circovirut typ 2 trén lon (PCV2), dic trung & chd quy trinh nay bao gdm budc tron
khang nguyén PCV2 véi phttc hop khang nguyén/chét phu trg dd dugce tao trude cua
khang nguyén M.hyo dugc hép phu Ién chét phtl trg nhom-hydroxit.

Trong sang ché, thuat ngit “sén sang dé dung” c6 nghia la: khong can phai két
hop (mot phan ctia) thanh phan duoc chira trong 2 hodc nhidu vat chira dé c6 thé dung
cho dong vat muc tiéu. Vi du: khong cin budc hoa tan hodc tron, va co thé st dung

cho ddi tugng dung cudi & dang nhii twong trong chai.

Déi véi vacxin sin sang dé dung, viée két hop can thiét cia cac hop chét duge
thuc hién boi nha san xuét vacxin, trong moi trudong duge kiém soat. Piéu nay co loi
thé khéc bidt so voi viée tron bén ngoai, chi yéu Ia thudn tién d& st dung cho dbi
tugng ding cudi, dic biét 1a khi phai ching nglra s6 luong lén d@ng vat. Cac uu diém
khac 1a nha san xuét c6 thé thuc hién viéc két hop trong diéu kién vo tring, va c6 thé
4p dung céac thr nghiém dam bao chit luong khic nhau trén hdn hop cudi cung, aé

dam béao thanh phan va s6 lugng chinh xdc cia nd.
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Tuy nhién diéu nay khong loai trir viéc vacxin sin sang dé dung van c6 thé can
mot sb phuong phép xir ly truée don gian, nhu lic nhe bang tay d€ ngan can hién
tuong ling hodc tach 16p clia nhil twong, nhu 1am 4m trudce khi dung khi vacxin dugc

bao quan trong tu lanh.

Thuét ngit “lon” dugc dung dé chi dong vat thudc ho Suidae, va tdt hon 12 dong
vat thudc giéng Sus, con duoc goi 1a heo. Cac vi du vé lon 1a: lon hoang da hodc lon
nudi, lon duc thién, lon riung, lon huou, hodc lon 10i. Thuat ngit nay cling bao g6m lon
dugc goi bing tén thy ¥, vi du khi dung dé chi gi6i tinh hodc do tudi nhu: lon néi, lon

dé, lon duc, lon thién, lon duc thién, lgn céi con, lgn con cai sita, hodc lon con.

Thuat ngit “Mycoplasma hyopneumoniae” (M.hyo) va “circovirut typ 2 trén
lon” (PCV2) duoc ding dé chi Ian luot 12 vi sinh vat vi khudn va virut biéu hién dau
hiéu dic trung ctia cic thanh vién thudc nhom phan 10a1 cua no nhu céc ddc dlem vé
hinh théi, b gen, va sinh hoa, cung nhu dac diém sinh hoc cua nhom do r1hu cac bleu
hién sinh 1y, mién dich, hodc gy bénh clia n6. Thuét ngtt nay cung bao gom vi khudn
M.hyo, twong tng 1a virut PCV2 dugc xép vao 16p phu theo cach bét ky, vi du nhu
lbéti phu, chﬁng,. thé phan léap, kiéu gen, bién thé, kiéu phu hodc nhém phu va dang

tuong tu.

Ca hai vi sinh vét nay déu da dugc biét 1 trong linh vue, va vi du dugc md ta
trong cac s6 tay, nhu: “The Merck veterinary manual” (IOth ed., 2010 C.M. Kahn
edt., ISBN: 091191093X), va: “Diseases of Swine” (10th ed., 2012 J Zlmmerman et
al., edt., ISBN-10: 081382267X).

S& hién nhién véi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vyc ndy 1a mic du vi
khuin M.hyo, hodc virut PCV2 theo sang ché hién nay dudc phan ldai theo loai va
gidng cu thé, 12 cdch phan loai theo khoa phan loai ma cé the thay dbi theo thoi glan
khi ¢6 cac hiéu biét méi din dén viéc phan loai lai thanh nhom phan loa1 mo6i hodc
khac nhau. Tuy nhién, diéu nay khong lam thay ddi ban than vi sinh vat, hoac kho
khang nguyén cua nd, ma chi 1a sy thay d4i v& tén khoa‘hoc‘h.o'aic‘ cach phén loai, vi

sinh vat dugc phén loai ndy vAn nam trong pham vi cua sang ché.

Trong sang ché, “khdng nguyén cla” vi sinh vét vé nguyén tac c6 thé la loai
nguyén liéu khang nguyén bat ky c6 ngudn goc tr vi khuan M.hyo hodc tir virut

PCV2, mién la né c6 thé gay ra déap Ung mién dich (béi chinh n6 hodc cung voi chét
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pht tro). Tét hon 13, nguyén liéu khang nguyén twong ung la nguyén ligu c6 kich
thuée, cAu tric, dang, hodic phdm chét sao cho dép tmg mién dich ma nd gy ra trén
dbi tuong lon duogc ching ngira c6 tdc dung bao vé, tie 1a cuong do du dé ¢o thé ngan
ngira hodc 1am giam bénh do nhiém M.hyo hodc PCV2 va cic tri¢u ching lién quan

cua bénh.

Khéng nguyén dé str dung trong sang ché ¢ thé 1a vi sinh vat bi bat hoat, hodc
6 thé 1a mot phén cua ching nhu cAu tric dudi don vi, chit chiét, phan doan, thé déng
nhat hodc san pham nghién bing séng siéu Am. Khang nguyén co thé tao thanh tir mot
hodc nhiéu loai phan tir nhu protein, lipoprotein, glycoprotein, va axit nucleic. Khang
nguyén c6 thé c6 ngudn gdc sinh hoc hoic (bén) tdng hop, va c6 thé thu duoc truc tiép

hodc gian tiép tir vi sinh vat nhu vi khuén M.hyo, hodc virut PCV2.

Mot vi du cua khang nguyén M.hyo 1a vacxin vi khuén. Vacxin nay c6 thé dugc
san xuét theo cac phuong phép da dugc biét rd trong linh vuc k§ thuat nay, bang cach
bat hoat toan bd hoic mot phén moi truong nudi céy vi khuén. Viéc bat hoat c6 thé
dugc thuc hién bang cach xir ly bang k¥ thuat thich hop bat ky nhu bang nhiét, phéng
xa, hoic bang héa chit nhu formalin, beta-propiolacton, etylenimin kép (BEI), hodc
beta-etanolamin. Vacxin vi khuén thu dugc sau d6 13 hdn hgp phurc tap clia cac té bao
vi khudn d3 chét hoic nguyén ven va bi pha hiy, manh té bao, thanh phan té bao, va
cac yéu to duge tiét ra tir té bao trong khi nudi cdy, cling nhu cac yéu t6 tir mdi truong

nudi cdy va cac thanh phan khac nhau cia no.

Mot vi du cua khang nguyén PCV2 la vacxin ¢é cAu trac duéi phan t, vi du
trén co s& protein capsit cia virut, thuong duoc st dung trong linh vuc nay. Protein
nay c6 thé duge san xut bing cach biéu hién tai td hop trinh tw bd gen ORF2 cuia
virut, vi du bang hé théng baculovirut/té bao con trung. Sau do, VLP tu lép ghép co

thé dugc phan lap tir méi trudong nudi cAy té bao con trung, vi du bang cach ly tam.

Thuét nglt “bao gém” (cling nhu céc bién thé nhu “gdm c6”, “chira”, va “dugc
bao gdm”) nhu dugc st dung trong ban md ta nay, dé chi tAt ca cac yéu td, va trong
hén hop c6 thé bt ky co thé hiéu dugc trong sang ché, duoc bao ham hodc dugc bao
gém trong phén, doan, yéu ciu bao ho, v.v., trong d6 thudt nglt nay duoc su dung,
ngay cd khi cic yéu t6 hoic td hop d6 khong dugc néu rd rang; va khong duge dung dé

hiéu 12 su loai trir bét ky trong sd cac yéu td hodc t6 hop nay. Két qua 1a phan, doan,
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yéu ciu bao ho bét ky nay, v.v., cling ¢d thé dé cap dén mot hodc nhiéu phuong an
trong d6 thudt nglt “bao gdm” (hoic céc bién thé ctia nd) dugc thay thé bang thuat ngit

nhu “chra”, “bao gdm”, hodc “veé co ban bao gdm”.

Thuét ngit “phitc hop khang nguyén/ chét phu tro” dugc dung dé chi céu trac dai
phén t&r dugc tao ra khi (cac thanh phan cua) khdng nguyén M.hyo hép phu 1én chét
phu tro nhém-hydroxit, nhu duge x4c dinh trong ban md td nay. Do viée hép phu nay
dién ra qua nhiéu twong tac vat Iy va hoa hoc, vi thé thanh phan cua phitc hgp khong
thé dugc xdc dinh chinh x4c vé mit héa hoc. Thanh phan va cdu trac cua phirc hop
cling phu thudc vao thanh phan va dic diém cta khang nguyén va chét phu trg duge su
dung, cling nhu trong cac didu kién ma né dugc tao thanh. Cac yéu t6 nay da duoc biét
rd trong linh vyc, va dugc chép nhén trong linh vyc ndy. Céc déc diém yéu cu va uu
tién cda khang nguyén va chét phu trg, va céc didu kién dé tao thanh phitc hop cla
chiing, dugc mo ta trong ban mo ta nay. - | -

Thudt ngir “duoc tao thanh truge” cho biét ring viéc tao thanh phuc hqp khang
nguyén/chit phii trg ma thuét ngt ndy dugc ding @& chi, da di®n ra ¢ thoi diém trude
d6. Trong sang ché, thuit ngit nay c6 nghia la phirc hop gitta khang nguyén M.hyo va
chét phl‘i trg nhom-hydroxit da dugc tao thanh trude khi khang nguyéﬁ PCV?2 bat ky
duoc bd sung vao ché phém, va vi thé viéc tao thanh phirc hop dién ra trong diéu kién

khong c6 mit khang nguyén PCV2.

Cac tac gid sang ché suy doan rang didu nay cho phép mot khang nguyén
M.hyo da biét tré nén c6 thé duoc hép phu 1én chét phil trg nhom-hydroxit cang hoan
toan cang tdt trong cac truong hop ndy, ma khong gdy tré ngai cho hoéc bét gitr ddng
thoi khang nguyén PCV2. Két qua 1a véi vacxin dudc séﬁ lxuét tr ché phdm khéng

nguyén theo sang ché, dap 1’Ing mién dich khang khang nguyén M.hyo Ia t1 uu.

Pidu kién chung dé khang nguyén hép phu len chat phu trg nhom hydroxit da
dugc biét ro trong linh vuc k¥ thut nay, vi du tlr so tay dugc pham ch1 thi cua nha
nude vé san xuét vacxin dung cho ngudi, va huéng dan cua nha san xuat chit phu tror
Tuy nhién, chit phi trg nhom- hydrox1t va khang nguyén vacxin vi khuan Mhyo
khong c6 thanh phan dugc xé4c dinh rd rang. Piéu nay khlen cho khé xéc dinh cu thé
diéu kién xu ly, va mc do cudi cing thu duoc dbi véi viée tao ra phic hgp khéang

nguyén/chit phu trg theo sang ché. Tuy nhién, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
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vuc san xudt duogc phém, nhu nha héa sinh hodc dugce s§, hodc mdt nhom c6 ky nang
nhu vay, s& dé dang c6 thé thay dbi va tdi wu héa cac didu kién nay, dé khang nguyén
M.hyo theo sang ché c6 thé hip phu t6i da Ién chét phu trg nhdm hydroxit. Mtc do
hép phu dat dugc sau do co thé xac dinh duge, sao cho tdc dong cla céac diéu kién va

nguyén liéu khac nhau c6 thé so sanh dugc.

Vi du, trén thuc té khang nguyén M.hyo bat ky c6 dugc hip phu 1én chét phu.
tro nhom-hydroxit hay khong, va néu ¢6 sy hdp phu thi mirc d6 hap phu 1a bao nhiéu,
¢6 thé thuan loi duge x4c dinh bing phuong phép sinh hoa, do tinh thé nhom-hydroxit
c6 thé d& dang tao vién bang cich ly tam. Ddc diém nay cho phép xic dinh lugng
khang nguyén M.hyo trong vién tao thanh, cho biét mtrc d6 tao thanh phitc hop khang
nguyén/chit phu trg; theo cach khéc ddc diém nay cho phép xac dinh dugc lwong
khang nguyén M.hyo con lai trong dich ndi, khi khong tao thanh phuc hgp, hodc tao
thanh phtc hop khong hoan toan. |

Viéc phat hién khang nguyén M.hyo trong vién hodc dich nbi c6 thé duoc thuc
hién bang cach str dung phircmg phép trén co sé khang thé, vi du bang cach sir dung
Elisa, nhu dugc néu trong phan vi du. Mot cach khac 1a phén tich khing nguyén
M.hyo da lién két bit ky ra khoi chét phu trg nhom-hydroxit trong vién, va phén tich
khang nguyén dugc giai phong, vi du bang cach dién di. Viéc phan tach nay co thé
thuc hién bang cach cach khac nhau, vi du bang cach diéu chinh phu hop do pH, st
dung ion phosphat, hodc nghién bang séng siéu 4m vién nay. Tét ca cac phuong phap

nay la c4c phuong phéap da dugc md ta trong linh vue nay.

Didu kién tdi vu hoa cé thé dugc xac dinh bang cach thir nghiém muc do hép
phu cua chét phu trg nhdm-hydroxit trén thyc té duogc sir dung trong cac diéu kién tao
thanh phtrc hop véi khang nguyén M.hyo. Thir nghiém nay c6 thé duoc thuc hién bang
cach tao thanh phtrc hop sau do bang cach sir dung lugng x4c dinh cua protein da biét,
va x4c dinh luong protein thtr nghiém co thé duoc lién két thém; vi du b'?lng cach su
dung thr nghiém lién két nhu d3 md ta trong Chuyén khao dugc dién chau Au 1664.
Thir nghiém nay s& cho biét ¢é dién ra sw hip phu hay khong va mirc d hép phu 1a

bao nhiéu.

Péi voi khang nguyén M. hyo da biét hodc chit phi trg nhom-hydroxit da biét,
viéc tao thanh phitc hop cang hoan toan cang t6t khi lugng khang nguyén M.hyo trong
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phtrc hop khéng nguyén/chit phu trg khong thé ting thém déng ké, vi du bang cich
lam phu hop céc thong s6 hép phu, nhu nhiét do, do pH, thoi gian hodc lugng twong
dbi cua cac thanh phan. Ngoai ra, viéc tao thanh phitc hop cang hoan toan cang tbt khi
kha nang lién két coa chit phu trg nhom-hydroxit dugc st dung béi khdng nguyén

M.hyo cang nhiéu cang tbt, va khong thé giam thém déng ké.

Vi du, ché phim khing nguyén ndy ¢ thé dugc tao ra theo quy trinh theo sang
ché. Ché pham nay co thé duoc ly tﬁm, sau d6 vién tao thanh va dich ndi c¢6 thé dugc
thr nghiém riéng ré. Biing cach sit dung khéng huyét thanh da dong thé khdng M.hyo,
khoang pha lodng ctia dich ndi, hodc vién duoc tao huyén phu lai c6 thé dugc thu
nghiém, vi du trong thir nghiém Elisa, dbi v6i luong tuong dbi khang nguyén M.hyo

¢6 thé duoc phét hién.

Cac didu kién nhét dinh dwoc phat hién 1a hitu ich cho viéc toi wu héa viée tao
thanh phtrc hop khang nguyén/chét phi trg ctia khang nguyén M.hyo va chét phu tro

nhom-hydroxit.

Vi thé, theo mot phuong an cua quy trinh theo séng ché, phirc hop khéng

nguyén/chét phil trg duge tao trude bang cac budc sau day:

a. tron chit phu trg nhom-hydroxit va khang nguyén M.hyo, trong chit mang
chtra nuGc ¢ do pH ma tai do chét pht trg nhdom-hydroxit tich dién duong, va

b. @ hdn hgp trong budc a. dé cho phép khang nguyén M.hyo hép phu lén chat
pht trg nhém-hydroxit va tao ra phitc hop khéng nguyén/ chét phu tro.

“Chat mang chtra nuéc” v& nguyén tic c6 thé 1a chit long chira nudc bét ky,
mién 14 chét 1éng nay cho phép tao thanh phic hop khéng nguyén/chét phu tr¢g mot
cach hiéu qua va hoan toan. Theo mdt phuong an uu tién, chit mang chira nudc kha
don gian, chi chua chit dém hoic mudi trong nuéc tinh khiét, vi du chit mang chua
nude 1a chét dém sinh 1y, nhu dung dich mudi cin bang, hoic dung dich mudi sinh 1y,
con duoc goi 1a ‘dung dich mubi binh thuong’; chét mang 13 natri clorua da dugc biét
r3 va c6 nbéng do 0,85% khéi lwong/thé tich trong nude tinh khiét. Trong sang ché,

chét 16ng 13 ‘nuéc’ néu né bao gdm 16n hon 50% thé tich hoic trong Iugng 1a nuée.

‘Nude tinh khiét’ tdt hon 13 ‘nude dé tiém’; thuong dugc pha ché tir nude cat,
nude cat hai 1an, nude vi loc, hodc nude tinh khiét tham thau, ma vo trung va vé co

ban khong chtra chit gay sét.
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Nhu d3 biét trong linh vuc ndy: “tich dién duong” dé cap dén hop chét c6 dién

tich dwong mang ludi trong dung dich nude, trong diéu kién xac dinh.

Khoang pH trong do6 chét phi tro nhom-hydroxit tich dién dwong la tir 0 dén
khoang 11, trong d6 11 Ia diém dién tich khong. Két qua 13, trong didu kién do pH
bing khoang 11, thi khéng nguyén M.hyo c6 thé lién két hitu hiéu v6i chat phi trg
nhom-hydroxit. Tuy nhién, do khdng nguyén M.hyo c6 thé bi bién tinh & mirc 40 nao
do trong d6 pH cao hodc thip, nén do pH sinh Iy dugc wu tién hon. Vi thé d6 pH cua
chAt mang chira nu6e tot hon 1a nam trong khoang tur 5 dén 10, tdt hon nita 1a ndm
trong khoang tir 5,5 dén 9, ndm trong khoang tir 6 dén 8, hogc thdm chi nim trong
khoang tir 6,2 dén 7,8, Puogc uu tién nhét khi do pH cua chét mang chira nuée nam
trong khoang tur 6,5 dén khoang 7,5, & cac gia tri nay, khang nguyén M.hyo dugc duy
tri trong didu kién sinh 1y, trong khi chit phi trg nhom-hydroxit van co tich dién

duong sao cho khang nguyén M.hyo co thé hip phu hitu hiéu.

Céac diéu kién “a hdn hop tﬁu dudc trorig buc’yé a.” khéng qué han ché, mic du

viéc tao thanh phtrc hop khéng nguyén/chit phi trg hitu hiéu dlfqé yéu cau.
| Céc tac gié sang c;hé' da phat hién ra rang viéc hip phu khev’lngng‘ﬁyéh.M.hyo 1én
chét phu trg nh@m-hydrokit b4t dau nhanh chéng sau khl hai thanh phén du’Q’cy trén,
nhung dé dat duoc su hép phu hoan toan, thi can phai c6 thoi gian thich hop. Vi thé,
khoang thoi gian dugc uu tién dé v hdn hop nhu d& md té trong bu(’yc.a., it nhat 1a 15
phat, t&t hon 1a: it nhat 12 0,5, 1,2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 hodc 24 gio, theq thir
tu vu tién. Trong truong hop thuc té, viec ot hon 1a duoc thuc hién “Qua dém”, ma

trong tmg vai thoi gian trong khoang tir 12 dén khoang 18 gio.

. Céc tac gia sang ché ciing phét hién ra rang qua trinh hip phu khang nguyén
M.hyo 1én chit phtl trg nhom-hydroxit co thé chiu duogc nhiét do 0 trong khoang kha
rong; viec hép phu hiéu qua quan séat dugc khi dugc lam lanh ¢ 4°C ciing nhu & nhiét
do phong. Tuy nhién, nhu da dugc bidt 3 trong linh vuc, chét phit trg nhom-hydroxit
khong nén bi dong lanh, va viéc dong lanh s& pha huy chu trac tinh thé. Tuong tu, ¢
nhiét do cao hon than nhiét binh thuong clia dong vat co vu, v6i lon 12 ndm trong
khoang tir 38°C dén 40°C, c6 thé lam bién tinh khang nguyén M.hyo. Vi thé nhiét do
wu tién dé 4 hdn hop nhu da mo ta trong budc a;, nim trong khoéng tir khoang 2°C dén

khoang 45°C. Tét hon 1a ndm trong khoang tir 4°C dén 40°C, hoc tham chi tir 10°C
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dén 38°C. Uu tién nhét 13 ‘nhiét do phong’, con duogc goi 1a ‘nhiét do mdi truong’,

nim trong khoang tir khoang 15°C dén khoang 30°C.

pé phu hop véi ban chét nhét cta gel la chét phu trg nhdm-hydroxit, viéc u hdn
hop thu duge trong bude a. trong quy trinh theo sdng ché, t6t hon 1a duoc thuc hién
trong khi hdn hop & trang thai dong. Tuy nhién, nhu da duoc biét rd trong linh vuc,
viée tron manh chit phil trg nhdm-hydroxit ¢6 thé ph4a hiy ciu trtc tinh thé. Vi thé
kiéu khqu nhe hdn hgp duge vu tién. Mot vi du vé viée khuéy’ 1a st dung que khuéy
tir, hodc bang céc loai may rung hogc ban khac nhau ma tao ra qu§j dao nhe nhang,
hodc chuyén dong lic doc. TAt ca cac thiét bi nay déu sin cé. Trong sang ché, viec
khudy nhe 1a chuyén dong khudy hodc quay 250 vong/phiit hodc nhd hon, t6t hon 1a
150 vong/phut hodc nhd hon; mdt ‘vong quay’ la chuyén dong theo vong tron day dua,
cho dén khi tr& vé vi tri xudt phat. Dbi véi chuyén dong lic doc: 200 vong/phut hodc it
hon, t6t hon 1a 100 vong/phut hodc it hon. Mot ‘chu ky” 1a trinh tu day di cta chuyén

dong 1én va xudng, cho dén khi tro v& vi tri xult phat.
Khi néi dén khang nguyén dugc st dung trong quy trinh theo sang ché:

Tt hon 13 khang nguyén M.hyo 13 vacxin vi khudn dugc san xuét tir moi
trudng nudi cdy day du; t6t hon 1a vacxin vi khudn bi bat hoat bang BEI; tét hon 1a
vacxin vi khudn duoc 6 dén khoang 10 - 30 lan bang cach vi du (siéu) loc hodc thAm
tach. Nhu da néu, thanh phan cla vacxin vi khuin chua dugc biét chinh x4c, nhung né
¢6 thé duoc mé ta dac didm vi du bang cach cho biét s6 luong té bao M.hyo trong moi
truong nudi cdy tai thoi diém bét hoat, va didu chinh s6 1an cd. Trong sang ché, khang
nguyén M.hyo, khi ¢ dang vacxin vi khuén, thu duge tir moi trudng nudi cdy M.hyo
chtra tr 10°1 dén 10710 té bao M. Hyo trong mdi ml trong foan bo mbi truong nuodi
cdy. Tét hon 1a té bao M.hyo/ml trong mdi trudong nudi cdy v6i luong tr 1074 dén
10710; tir 106 dén 10710; tir 107 dén 5x1079; va tu 5%10°7 dén 5x1079, theo tht tu
uu tién. Khang nguyén M.hyo dugc st dung cho ché pham khéng nguyén theo sang
ché dugc 1dy tir thé huyén phi cia mdi truong nudi cdy bi bat hoat. Moi truong nudi

cdy ciing c6 thé duoc c6 bang cach loc hodc ly tAm.

Tbt hon 13, lugng khang nguyén M.hyo dugc bd sung trong budc a. dugc tinh
v6i vide xem xét su két hop sau d6 cia ché pham khang nguyén c6 thé thu dugc bing

quy trinh tao thanh vacxin. Piéu nay c6 nghia 1a khi vacxin thanh phim ciing chira mot
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lugng thé tich ciia pha dau, thi luong khang nguyén M.hyo trong ché pham khang

nguyén duge bu trong bude pha lodng sau do.

Thé tich ctia vacxin vi khuin M.hyo tir moi truong nudi cdy bi bat hoat va dugc
¢d ¢6 thé nam trong khoang tr 1 va 50 % thé tich/thé tich, so v&i thé tich ctia ché phdm
vacxin thanh phim. Tét hon 12 lwong ndy nim trong khoang tr 2% dén 40%, nim
trong khoang tur 3% dén 30%, nim trong khoang tir 4% dén 20%, hoic nam trong
khoang tr 5% dén khoang 15% thé tich/thé tich so voi thé tich cta chiaché pham

vacxin thanh pham, theo thir tw vu tién.

Tbt hon 1a khang nguyén M. hyo dugc chon tir ching M.hyo J, chung 11, hodc
chung 232. Tt hon nita 1a khang nguyén M.hyo la tlr chiing J.

Vi thé, theo mét phuwong 4n wu tién cua quy trinh theo séng ché, khang nguyén
M.hyo la vacxin vi khuin, duoc didu ché béng cach bat hoat theo cach hoa hoc moi
trudomg nudi cdy M.hyo tir ching J, & mét do té bao nam trong khoang tir 10°7 dén
khoang 10”9 té bao/ml, sau d6 mdi truong nudi cdy bi bat hoat dugc ¢d bang cach loc
tr 10 dén 20 léh, va méi truong nudi céy bi bét hogt, da cé_v duge st dung & n@)ng do
nim trong khoang tir 5 dén khoang 10 % thé tich/thé tich so véi 'thvé tich cla ché phém
Vacxm thanh phim chtta khang nguyén M.hyo. | | | o

“T6t hon 14 khang nguyén PCV2 la cAu tric dudi don vi-dugc ma hoa boi ORF2,
va tot hon 1a & dang VLP. Tbt hon 13 khang nguyén VLP khong dugc tinh ché ky.
Luong khang nguyén PCV2 duge tron trong budce b. ctia quy trinh theo sang ché t6t
hon 13 ndm trong khoang tir 2 dén khoang 200pug/ml PCVZ ORF2 VLP. Tét hon lé
ndm trong khoang tir 4 va 100 pg/ml PCV2 ORF2 VLP.

Nhu dbi v6i khang ‘nguyén M.‘hyo, luqng khang nguyén PCVZ duoc bd suhg t6t
hon 13 duogc tinh toan ddng thdi xem xét viée két hop sau do6 cua ché phém khing
nguyén c6 thé thu dugc bang quy trinh nay thanh vacxin. Pidu nay co nOhla la khl
vacxin thanh phdm ciing chita mot thé tich dau khodng, th1 lu:ong khang nguyén PCV2
trong ché pham khang nguyén duorc bu cho bude pha lodng sau do VO’l luong khang
nguyén PCV2 dugce bd sung trong bude b., didu nay nhu vay Ia vacxin thanh pham

chura it nhét 12 20 ug ORF2 VLP/liéu.

Do khang nguyén PCV2 chi duorc tinh ché mot phan vi thé né co the la mau tur

moi truong nudi cdy té bao con trung/baculovirut bi bat hoat, sau khi ly tdm, chira téng
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protein v6i lugng tir 50 dén 1000 pg/ml. Tuong tyu, trong didu kién thuc té, didu nay c6
nghia 13 thé tich khang nguyén PCV2 nidm trong khoang tir khoang 3% dén khoang
30% thé tich/thé tich so véi thé tich ctia ché phdm vacxin thanh pham. Tét hon nita 1a
nim trong khoang tir 5% dén 25%, hogc tham chi nam- trong khoang tir 10% dén
khoang 20% thé tich/thé tich so v6i thé tich cua ché phim vacxin thanh pham.

Vi thé, theo mdt phuong 4n uu tién ctia quy trinh theo séng Ché, khang nguyén
PCV?2 12 khang nguyén cAu triic du6i don vi dugc ma héa boi ORF2, & dang VLP, thu
duge tir mé cdy biéu hién té bao con trl‘mg/baculovirut ma bi bét hoat bing cach hoa
hoc va ly tdm, va co it nhét 12 20pg ORF2 VLP trong mdi lidu dung cho dong vat
trong ché phdm vacxin thanh phdm chira khdng nguyén PCV2.

Khong ¢6 mdi quan hé cu thé giita khang nguyén M.hyo va khang nguyén
PCV2, nhu vé loai hodc luong cia chiing trong mdi lidu. Két qua 13, loai va/hodc
luong twong dbi clia ching trong ché phim khéng nguyén theo sang ché c6 thé thay
dbi doc lap, khi thich hop; mién 1a ching cho phép tao thanh phic hop khéang

nguyén/chit phii trg mot cach hiéu qua, va c6 tac dung chiing ngira hitu hi¢u.

Viéc xac dinh luong khang nguyén tr mé khang nguyén M.hyo hodc khang
nguyén PCV2 la can thiét dé duoc sir dung dé didu ché ché phdm khang nguyén va
vacxin theo sang ché, thong thuong thir nghiém cong hiéu in vitro dugc st dung. Thur
nghiém nay cling co thd st dung dé xac dinh mé khang nguyén M.hyo hodc khing
nguyén PCV2 mdi ¢o khéi lugng khang nguyén yéu cau. Phép thir thong qua mé ndi
bo thuong 12 Elisa dinh lugng khang nguyén. Phép thir nay vi du c6 thé duoc thuc hién
bang cach st dung khang huyét thanh da dong dugc tao ra dé khang M.hyo hoic
PCV2, vi du thu duoc béng cach gy mién dich cho tho, va sit dung chit chuin tham
chiéu cua khang nguyén M.hyo hodc khang nguyén PCV2. Cong hi¢u cta khéang
nguyén tham chiéu dugc xac dinh trong chudi thit nghiém thir thach chiing ngira, sao
cho sb luong nhét dinh don vi khéng nguyén tiy y c6 thé két hop v6i hiéu qua chung
nglra mong mubn. Mot vi du vé cach viét hd so dang ky: vacxin theo sang ché can
chtra it nhét 14 2,7 ‘don vi cong hiéu twong dbi’ cua khang nguyén vacxin vi khuén
M.hyo, va it nhit 12 2800 ‘don vi khang nguyén’ clia khéang nguyén PCV2 trong mdi

liéu vacxin 2ml. Lugng khéng nguyén nay, dugc bao gbm trong vacxin theo sang ché,

-2



31837

duoc xac dinh dé dam bao sy bao vé hitu hiéu khang thir thach nhiém M.hyo va PCV2

nghiém trong nhu da md ta trong ban md ta nay.

Dé dat duoc cong hiéu yéu cAu trong mdi liéu vacxin dung cho dong vat theo
sang ché, thong thuong khang nguyén vacxin vi khuin M.hyo duoc st dung nim trong
khoang tir 5 dén 15%, va khang nguyén PCV2 nim trong khoang tir 10 dén 20% thé

tich cua ché pham vacxin thanh pham chira cac khang nguyén nay,

Viéc phat trién phép tht thong qua mé, bao gdm viéc tao ra khang huyét thanh
thich hop va chét chudn tham chiéu ndm trong kha ndng thong thudng cla ngudi co

hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Luong chat ph trg nhom-hydroxit dugc tron voi khang nguyén M.hyo can dé
cho phép hép phu khang nguyén M.hyo cang hoan toan cang tdt. No6i cach khac, lugng
chét phu trg nhom-hydroxit dugc sir dung can phai ndm trong gi6i han chép nhan dugc
cua lugng nhom trong mdi lidu dung cho dong véat, va can phai pht hop véi cong thire
clia vacxin bang cach st dung ché pham khéng nguyén c6 thé thu dugc bang quy trinh
theo sang ché. Theo mdt phuong an wu tién, hdn hgp trong bude a. chira lugng chét
pht trg nhom-hydroxit twong tmg v6i luong nhdm nam trong khoang tir 0,1 dén 10
mg/ml; tdt hon 13 lwong nhom ndm trong khoang tir 0,5 dén 5 mg/ml. bé dat duogc
lugng nay, vi du san phim chét phu trg nhdm-hydroxit thuong mai c6 thé duoc st
dung nhu Alhydrogel™, 12 mt bién thé c6 sin duéi dang dung dich “2%”. Tén nay
hoi khé hidu, nhung thu dugc tir san phdm chira khoing nhoém oxit 2% khdi
luong/khbi luong, twong Gng véi khoang 3% khéi luong/khdi lugng nhdom hydroxit,
dén khoang 1% khéi luqng/thé tich nhom. San phém nhu vy co thé duoc st dung &
thé tich nim trong khoang tir 3% dén 30% thé tich/thé tich so v6i thé tich clia ché
phim vacxin thanh pham. Tét hon 1a san phdm chit phu trg nhdm hydroxit dugc st
dung véi luong nam trong khoang tir 4% dén 20% thé tich/thé tich, t6t hon 1a ndm
trong khoang tir 5% dén khoang 15 % thé tich/thé tich so véi thé tich cta ché pham

vacxin thanh pham.

Vi thé theo modt phuong 4n wu tién clia quy trinh theo sang ché, ché pham khéng
nguyén bao gbm luong khang nguyén M.hyo nam trong khoang tir 5% dén 15% thé

tich/thé tich, lwong san pham chét phu trg nhom hydroxit nam trong khoang tir 5% dén
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15% thé tich/thé tich, va lugng khang nguyén PCV2 nim trong khoang tir 10% dén
20% thé tich/thé tich, tAt ca ddu so véi thé tich ctia ché phdm vacxin thanh pham.

Theo mot phuong an, ché phdm khang nguyén theo sang ché dugc sir dung lam
co s& cho pha nudc hoan chinh cua vacxin dugc san xuét tir ché pham khang nguyén
nay. Két qua 1a khi vacxin dugc didu ché dudi dang nhil twong chira vi du 10% hodc
20% pha déu, pha nuéc tuong Gng chiém 90% hozc 80% clia ché phadm vacxin thanh
phim. Dugc bao gdm trong pha nudc 1a ché phdm khang nguyén theo sing ché, voi
phirc hop ctia khang nguyén M.hyo va chét phu trg nhom hydroxit, chét mang chira
nude va khang nguyén PCV2. Luong thé tich chinh x4c ctia cac hogp chit khac nhau
trong ché phdm khang nguyén theo séng ché c6 thé thay dbi, vi du thé tich tuong ddi
ctia khang nguyén M.hyo hodc khang nguyén PCV2 dugc sir dung c6 thé thay ddi, phu
thudc vao cong hiéu cua mé khiang nguyén cu thé duogc st dung, nhu dd mo ta & trén.
Ngoai ra pha nudc clia vacxin cling bao gbm cac thanh phan khéc nhu chit don, chat
lam 6n dinh, chét bao quan, chét hoat dong bé mit, khdng nguyén bd sung, va hop chét
hotc dung dich khdc bat ky cAn dé san xudt vacxin thanh pham duoc didu ché tir do.
Trong sang ché, su khac biét vé thé tich ctia cac thanh phan trong pha nudc clia vacxin
duoc didu ché tir d6, duge bu bang thé tich thich hop cua ch4t mang chtra nude, dé dat

duogc tdng thé tich pha nude mong mudn.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra rang thuén l¢i dé thuc hién viéc tao thanh
phtic hop khang nguyén/chét phu tro theo sang ché trong mot thé tich twong d6i thap;
diéu nay cho phép viéc tiép xtic t6i wu dé hip phu khdng nguyén M.hyo lén chét phu
trog nhom hydroxit. Tuy nhién, do ban chét gelatin ctia chét phu trg nhom hydroxit, nén
viéc chi st dung hdn hop cua khang nguyén M.hyo va mot thé tich san phém chét phu
trg nhom hydroxit khong dem lai két qua tdt nhét, va chét phi trg thuong can phai pha
loang dén mot mic d nao do. Vi thé viéc tao thanh phirc hop khéng nguyén/chat phu

trg duoc thuc hién trong hdn hop ciing bao gbm chit mang chira nuée.

Nhu di md ta, chit mang chira nude nay cling duge st dung dé didu chinh thé
tich cta pha nu6c dé tao thanh vacxin duoc didu ché tir d6.

Theo mdt phuong 4n wu tién, viéc tao thanh phirc hop khang nguyén/chét phu
trg theo sang ché dugc thyc hién trong hdn hop vai chit mang chira nugc, nhung trong

d6 thé tich ctia chit mang chira nuéc c¢6 mit trong qua trinh tao thanh phtrc hgp nho
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hon tdng thé tich ctia chit mang chira nuéc s& dugc sit dung dé tao ra pha nuéc hoan
chinh clia vacxin sau ndy. Diéu niy c6 nghia 1a khi pha nuéc hoan chinh cia vacxin
bao gdm thé tich X nhét dinh cia chit mang chira nude, sau d6 tao thanh phirc hop
khéng nguyén/chét phu trg, véi thé tich nho hon thé tich X cta chit mang chtra nuée
duoc st dung; tot hon 1a 75% thé tich X, tot hon nita 1a 50, 40, 33, 30, 25, 20 hodc
thdm chi 10% thé tich X dugc st dung, theo thi tu uvu tién. Phin con lai cta thé tich
chit mang chira nudc sau d6 cé thé duoc bd sung vao ché phdm khang nguyén sau khi

tao thanh phtre hop khang nguyén/khang thé.

Céc tac gia sang ché ciing phat hién ra ring thuan loi dé tao thanh phrc hgp cia
khang nguyén M.hyo va chét phu trg nhdém hydroxit, dé git cho hon hop cla budce a.
cang don gian cang tbt, c6 nghia 1a: wu tién khong bao gdm céc thanh phén khac bét ky
trong hon hop ma ¢6 thé tao thanh pha nudc hoan chinh, trude khi tao thanh phirc hop
khéang nguyén/chét phu trg. Cac thanh phén khic nay c6 thé 1a chit don, chit 1am 6n

dinh, chét bao quén, chét hoat d@hg bé mat, khang nguyén b sung, v.v..

Két qua 13, theo mdt phuong 4n vu tién, hén hop cua budce a. cia quy trinh theo
sang ché, bao gdm khang nguyén M.hyo va chét phu trg nhom-hydroxit (ca hai déu co

thé da chira mot lwong chit mang chira nudc), va chat mang chira nude.

Céc vi du v& cac hop chét co thé can duoc bd sung vao pha nude, trude khi nhil
hoa thanh vacxin thanh pham ma t6t hon 1a chi duoc bd sung sau khi tao thanh phirc
hop khéng nguyén M.hyo/chét phu trg nhdm hydroxit, 1a: chét 1am 6n dinh nhu etanol

ho#c glyxerol, khang nguyén bd sung, hodc chit hoat dong bé mit nhu Tween™.

Vi thé, theo mot phuong an uu tién cla quy trinh theo sang ché, mot hoic

nhidu, hodc tit ca, cac dicu kién sau day phai dugc dap Gng:

- khang nguyén M.hyo la vacxin vi khuén M.hyo,

- khang nguyén PCV2 dugc ma héa bing PCV2 ORF2,

- khéang nguyén dugc ma hoa boi PCV2 ORF2 la phan tir gidng virut,

- chét mang chtra nuée trong bude a. 1a dung dich mudi can bang,

- do pH ch4t mang chira nuge trong budc a. nam trong khoang tir 6 dén 8,

- thé tich ctia chdt mang chita nuéc duge st dung trong budc a. nh(’) hon
téng thé tich chit mang chita nudc duge st dung dé tao ra pha nugc cho vacxin thanh

pham,
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- hén hop ctia budc a. vé co ban khong chtra cac thanh phan khac,
- viéc 1 trong budce b. duge thuc hién trong khoang tir 10 dén 20 gio
- viée 1 trong budc b. dugc thyc hién ¢ nhiét do phong, va/hodc

- viéc U trong budc b. bao gom ca viec khudy nhe hdn hop dugce u.

Theo mdt phuong an wu tién cua quy trinh theo sang ché, phirc hop khang

nguyén/chét phu tro dugc tao trude qua cac bude sau day:

a. tron chét phu trg nhom-hydroxit va vacxin vi khuén M.hyo, trong nudc
mudi sinh 1y, & d6 pH nim trong khdéng t 6,5 dén 7,5, va | |

b. 4 hdn hop cua budc a. dé cho phép hip phu vacxin vi khudn M.hyo [én
chét phi trg nhom-hydroxit va tao ra phtcc hop khang nguyén/chét phu trg, theo do
nhiét dd ndm trong khoang tir 15 dén 30°C, va U trong thoi gian tir 12 dén 18 giv, dong
thoi khudy nhe hon hgp nay.

Theo séng ché, thuat ngi ‘vé co ban khong chira’ cua hop chét c6 nghia 1a:
khéng chira luong dang ké bét ky ctia hop chat, nhu: nhd hon 10% trong lrong hodc
thé tich hop chét, phu thudc vao hop chét 1a chét 1ong hay chit rén. Tt hon 1a vé co
ban khong chtra c6 nghia la bao g@)m nho hon 8, 6, 5, 4,3,2,1,0,9,0,8,0,7, 0,6, 0.5,
0,4, 0,3, 0,2, 0,1, 0,09, 0,05, 0,01, hodc tham chi nhé hon 0,001% trong luong hodc thé
tich hop chét, theo thtr ty wu tién.

Do nguoi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& dénh gia dugc rang, quy
trinh theo sang ché c6 thé dugc thuc hién béng cach st dung cac bude nhu dugc néu
trong ban md t& nay; theo thir tur thoi gian 1a: tron khéang nguyén M.hyo va chét phu trg
nhom-hydroxit trong chdt mang chita nudc, u chl’mg dé tao ra phirc hop khang
nguyén/che"lt phu trg, va bd sung khang nguyén PCV2 vao phic hop di tao thanh

trude; tht ca cac bude nay nhu duge xac dinh trong ban mod ta nay.

Tuy nhién, mot hodc nhiéu budc cling co thé duge bd sung hodc dugc chén vao,
giai doan bt déu, gitta hodc cudi cua quy trinh, vi du dé mé rong hodc tbi wu héa quy
trinh nay. Vi du: sau budc b. phirc hop khang nguyén/chat phu tro da dugc tao trude
c6 thé duge bao quan, hodc cé thé dugc tinh ché, khi can, vi du béng cach ly tdm va

tao huyén phu lai. Tat ca cac budc nay déu nam trong pham vi cta sdng ché.

Nho quy trinh theo sang ché, ché pham khang nguyén nay c6 thé duoc tao ra,

ma c6 thé 13 co s& cia pha nudc ma co thé dugc sir dung dé san xuat vacxin két hop
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sin sang dé dung cho lgn, 1a vacxin ¢6 thé ngan nglra hodc lam giam bénh do nhiém
M.hyo hodc PCV2 va céc triéu chung lién quan cta bénh, ngay sau khi dung mot lidu

duy nhat.

Vi thé theo mot khia canh khac, sang ché @& cap dén ché phdm khéng nguyén
c¢6 thé thu duoc bing quy trinh theo sang ché. Ché phdm khang nguyén bao gdm khang
nguyén PCV2 va phitc hop khang nguyén/chét phu trg cua khang nguyén M.hyo dugc

hép phu 1én chét phu tr¢g nhém-hydroxit, tat ca nhu duoc x4c dinh trong ban mo ta nay.

Ché phédm khéng nguyén theo sang ché khéc vé6i cac ché phdm trong tinh trang
k¢ thudt trong dé ché phdm nay bao gdm phirc hgp khang nguyén/chét phu trg cua
khang nguyén M.hyo va chit phd trg nhom-hydroxit, trong d6 khéng nguyén M.hyo
dugce hép phu lén chit phu trg nhom-hydroxit cang hoan toan cang tdt dbi v6i mé

khang nguyén M.hyo cho trudc va chét phu trg nhom hydroxit cho trude.

Vi thé theo mdt phuong an uu tién, ché pham khang nguyén theo sang ché dac
trung & chd it nhét 12 50% khang nguyén M.hyo c6 mit trong ché pham khing nguyén
dugc nim trong phirc hop khang nguyén/chat phu trg, duoc hép phu 1én chét phu trg

nhom-hydroxit.

Diéu nay c6 thd dugc khing dinh bang cach thir nghiém: sau khi ly tdm ché
pham khéng nguyén theo sdng ché trong thoi gian tr 1 dén 2 phut & van tbc 1000-2000
xg, va phat hién khang nguyén M.hyo bang phuwong phap chén doan huyét thanh thich
hop nhu da mo ta trong ban md ta nay, it nhét 12 50% khéng nguyén M.hyo trong ché

pham khang nguyén dugc ndm trong vién nay.

Piéu nay cho thdy luong twong dbi cta khang nguyén M.hyo dugc nim trong
phtrc hop khang nguyén/chét phi trg, trong d6 khang nguyén nay dugc hép phu Ién
chét phi trg nhdom-hydroxit.

Tét hon 1a lugng twong dbi cua khang nguyén M.hyo cua ché phim khang
nguyén theo sang ché c6 mit trong phitc hgp khang nguyén/chét phu trg, duogc hép phu
lén chat phit tro nhom-hydroxit, 16n hon 60%; tot hon nita 1a: 16n hon 70, 80, 85, 90,
95, 96, 97, 98, 99, hodc 1a 100%, trong do theo tha tu vu tién tdng dan.

Vi thé theo mdt phuong 4n uu tién, ché phim khang nguyén theo sdng ché dic

trung & chd 100% khang nguyén M.hyo trong ché pham, dugc ndm trong phic hop
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khang nguyén/chit phu trg, dugc hép phu lén chét phu trg nhom-hydroxit.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyuc nay sé& hidu dugc ring, phan bu
clia cac ty 18 % nay 1a ty 1& % cia khang nguyén M.hyo con lai trong dich ndi ctia ché
phidm khéng nguyén theo séng ché sau khi ly tAm: khi khang nguyén M.hyo c6 mat
trong ché phdm dugc nam trong vién ndy véi lugng 16n hon 50%, thi theo logic khang

nguyén M.hyo trong ché phim khang nguyén c6 mit trong dich nbi s& nhé hon 50%.

Vi thé theo mot phuong an, ché phim khang nguyén theo sang ché dic trung &
chd it hon 50% khang nguyén M.hyo trong ché phdm, khong nam trong phirc hop
khang nguyén/chét phu trog, dugc hép phu 1én chét phu trg nhom-hydroxit, twrong tng:

duoc nam trong dich ndi sau khi ly tam.

Tét hon 13 lwong twong ddi ctia khdng nguyén M.hyo cua ché phim khang
nguyén theo sang ché khong nam trong phtrc hop khang nguyén/chit phu trg, dugc
hép phu lén chét phu tr¢' nhdm-hydroxit, nhé hon 40%; tot hon nita 1a: nhé hon 30, 20,
15,10, 5,4, 3,2, 1, hodc béng 0%, theo thﬁ: tu uu tién tang dan. |

Trong séang ché, phuong phap wu tién dé mo ta dic diém ché pham khang
nguyén theo sang ché 1a xac dinh lugng tuong dbi cua khang nguyén M.hyo duogc hép
phu lén chét phu trg nhom-hydroxit.

Tuy nhién, ngoai ra, ché pham khing nguyén theo sing ché khéc v6i cac ché
pham trong tinh trang k¥ thudt trong do ché phém khang nguyén theo sang ché khac
bao gém chéit phu trg nhom-hydroxit ma kha néng lién két ctia n6 dugc st dung boi
khang nguyén M.hyo cang nhiéu cang tot.

Vi thé, theo mot phuong an ché pham khéng nguyén theo sang ché bao gdm
chét phi trg nhom-hydroxit ma 16n hon 50% kha nang lién két protein ctia n6 duge st
dung bdi khang nguyén M.hyo.

Kha ning lién két nay c6 thé duge phat hién bang thir nghiém (nhu da mo ta),
bang cach st dung viéc hép phu thém mot luong protein da biét, va phat hién bang
phuong phap chin doan huyét thanh thich hop lugng protein da biét c6 thé dugc hip
phu thém lén chit phu trg nhom-hydroxit trong ché phadm khang nguyén dugc thu
nghiém.

Piéu nay cho biét kha nang lién két v6i protein chua sir dung cia chét phu tro
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nhom-hydroxit trong ché phim khang nguyén theo séng ché.

Tét hon 13 16n hon 60% kha ning lién két protein cua chét phu trg nhom-
hydroxit trong ché pham khang nguyén theo sang ché, duoc sir dung bdi khang nguyén
M.hyo; tbt hon nita 1a: 16n hon 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, hodc 100% dugc st
dung boi khang nguyén M.hyo, trong d6 theo tht tu vu tién ting dan.

Trong tinh hitu dung c9 lgi cua no, ché phim khéng nguyén theo sang ché, hoic
ché pham khang nguyén khi c6 thé thu dugc bang quy trinh theo sang ché, c6 thé dugc
st dung dé san xuét vacxin cho lgn c6 hidu qua ngan ngtra hodc lam giam bénh do lay
nhiém M.hyo hodc PCV2 va ngin ngilra hogc lam gidm céc triu chimng lién quan cla
bénh, an toan khi st dung, kha thi vé& mat kinh té, va than thién véi d6i tugng sir dung

trong d6 n6 & dang sin sang dé dung.

Vi thé theo mdt khia canh khéc, sang ché d& cap dén vacxin sin sang dé dung
cho lon, dé ngan nglra hodc 1am giam bénh do nhiém M.hyo hodc PCV2 va céc triéu
chting lién quan cua bénh, vacxin nay chura ché phim khéng nguyén co6 thé thu dugc
bing quy trinh theo sdng ché, hodc ché phim khing nguyén theo sang ché, Vé chét phu

trg bd sung.

“Chét phu trg bd sung” con c6 nghia la chét phu trg nay dugc sir dung ngoai
chét phu trg nhom-hydroxit ma da c6 trong ché pham khang nguyén. Chét phu trg bd
sung nay dam bdo rang vacxin theo sang ché it nhit 132 ¢6 hidu qué nhu vacxin chaa

mdt loai khang nguyén trong tinh trang k¥ thuat khang PCV2 hodc M.hyo.

“Chét phit tro” 1a thanh phdn clia vacxin da biét kich thich dép Gng mién dich
clia muc tiéu theo cach khong déac hiéu. Nhiéu chét phu trg khac nhau di duoc biét
trong linh vuc nay. Céc vi du vé chit phu tro la: chét phu trg Freund hoan chinh va
khong hoan chinh, vitamin E, polyme khdi khéng ion va polyamin nhu dextran
sulphat, Carbopol™, pyran, Saponin, nhu: Quil A™, hodc Q-vac™. Cac thanh ph?m

saponin va vacxin co thé duge két hop trong ISCOM™.,

Ngoai ra, cdc peptit nhu muramyldipeptit, dimetylglyxin, tuftsin, thuong dugc
str dung lam chét phu trg, va dau khoang vi du Bayol™, Drakeol™, Klearol™, hodc
Marcol™, Montanide™ hodc dau khoang (parafin) nhe; khong dau khodng nhu

squalen, squalan; dau thyc vat hoic cac dan xuat cua chung, vi du etyl-oleat. Cac san

-20-



31837

phdm hdn hop nhu ISA™ tir Seppic hodc DiluvacForte™ cling ¢6 thé thuan loi duoc

st dung.

S tay vé chét phi trg va cach st dung va tac dung cua ching la: “Chét phu tro
vacxin” (Methods in molecular medicine, vol. 42, D. O’Hagan ed., 2000, Humana

press, NJ, ISBN-10: 0896037355).

Theo mdt phuong an, vacxin theo sang ché dugc san xuit dudi dang nhil tuong
ctia pha nudc va pha diu; t6t hon 13 nhil twong 12 nhil twong loai: nudc trong dau
(w/0), dau trong nudc (o/w), nuée trong dau trong nuéc (w/o/w), hodc nhil twong dau
kép (DOE). Tét hon 13 vacxin theo sang ché 1a nhii tvong dau trong nuéc, theo do t6t

hon 12 ‘chét phu trg b sung’ 14 pha dau. T6t hon 1a dau 1 diu khoang.

Pha dau tao ra tic dung gidi phéng cham trong co thé dong vat duge chung
ngira bang cach giai phong tir tir khang nguyén, nh&r d6 kéo dai viéc kich thich hé mién
dich cua dbi twong. Theo cach nay, vacxin la nhii tuong dau trong nudc, thuan loi thé
hién cac dac diém cua viéc kich thich truc tiép hé mién dich cta pha nudc, va kich
thich cham hé mién dich ctia pha dau.

Vi thé, theo mdt phuong an cta vacxin theo sang ché, vacxin 13 nhil tuong dau
trong nudc.

Theo mdt phuong 4n khac v& vacxin theo sang ché, chét pht trg bd sung 1a dau
khoang.

Céac chit phu tro nay dugc biét 12 ¢ tac dong c6 lgi cho khd nang gy mién

dich cua vacxin thu y.

Theo mot phuong 4n cuia vacxin theo sang ché, vacxin 12 nhil twong dau trong
nuée va chit phu trg bd sung 1a dau khoédng.

Theo mot phuong 4n wu tién cla vacxin theo sang ché, diu khoang la dau
khoang nhe hodc dau khoéng trdng hodc dau parafin, dugc ban trén thi truong dudi tén
thwong mai nhu: Marcol™ (ExxonMobil), Klearol™ (Sonneborn), hogc Drakeol™
(Penreco).

Theo mot phuong an, vacxin theo sang ché chira ché phdm khéng nguyén theo
sang ché véi lugng nam trong khoang tir 30 dén 80% thé tich/thé tich so véi thé tich

cia vacxin thanh pham. Tét hon 1a ndm trong khoang tir 40 dén 75% thé tich/thé tich,
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nidm trong khoang tir 45 dén 70% thé tich/thé tich, ndm trong khoéng tr 50 dén 65%,
hodic tham chi nim trong khoang tir 55 dén 65% thé tich/thé tich, so véi thé tich cta

vacxin thanh pham, theo thit tu uu tién.

Theo mdt phuong &n, vacxin theo sdng ché bao gdbm dau khoéng 12 chét phu tro
bd sung véi lugng nam trong khoang tir 3 va 50% thé tich/thé tich so véi thé tich cua
vacxin thanh phdm. Tét hon 1a ndm trong khoang tir 4 dén 40% th8 tich/thé tich, nim
trong khoang tur 5 dén 30% thé tich/thé tich, nim trong khoang tur 5 dén 20% thé
tich/thé tich, hodic tham chi nim trong khoéng tir 5 dén 15% thé tich/thé tich, so voi thé

tich cua vacxin thanh phém, theo thir tu vu tién.

C6 thé noi rang cac cach phu trg khac, viéc bo sung cac hop chat dan thudc
hodc chit pha lodng, nhii héa hogc lam on dinh vacxin theo séng ché ciing déu ndm

trong pham vi cta sang ché.

Thudt nglt “vacxin™ dé chi viéc st dung mot lugng ¢ tac dung giy mién dich
ctia khang nguyén ma nd két hop. Nhitng thanh phan cAu thanh nén “mot lugng co tac
dung gdy mién dich” cho vacxin theo sang ché phu thudc vao hiéu qua mong mudn va
dic didm cu thé cia loai vacxin dugc sit dung. Viéc xéc dinh luong hitu hidu 1a ky
ndng ctia nguodi hanh nghé thong thuong, vi du bang ééch kiém soat dap tmg mién dich
ctia ddi twong sau khi chung ngira, hodc sau thtr thach nhiém khuén & mic cho phép,
vi du bang cach kiém soét triéu ching 1am sang va cac thong sd huyet thanh cua ddi
tugng, va so sanh cac két qua ndy véi cac dap ung quan sat duoc & cac d6i tugng dugce

thtr thach khong dugce ching ngura.

Lon c¢6 thuc sy bi nhidm M. hyo va/hodc PCV2 hay khong, va & muc do
nghiém trong nhu thé nao, c6 thé dugc danh gid boi ngudi co6 chuyén mon, nhu nha
chin nudi gia stc ¢6 kinh nghi¢ém hodc béac si thuy, bang cach st dung kién thtrc thong
thuong vé céc triéu ching cia bénh, hodc bang cach st dung cong cu chan doén thich

hop.

Céc vacxin thong thudong chira chit mang dugc dung, hd trg cho viée san XUuat,
stt dung, hodc bio quan vacxin, ma khong gy ra cac tac dung bét loi (nghiém trong).
Cac chit mang nay ¢6 thé 1a chit mang chtra nuéc nhu duge st dung trong quy trinh
theo sang ché. O mot dang phuc tap hon, dung dich chit mang vi du ¢ thé 1a chét

dém, ma co thé gf)m ¢6 céc chét phu gia khac, nhu chét 1am 6n dinh, chit bao quan,
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hodc chit phu trg. Chi tiét va cac vi du 1 vi du dugc mo ta trong s tay da biét rd nhu:
“Remington: the science va practice of pharmacy” (2000, Lippincot, USA, ISBN:
683306472), va: “Veterinary vaccinology” (P. Pastoret et al. ed., 1997, Elsevier,
Amsterdam, ISBN 0444819681).

Mot vi du cua vacxin két hgp PCV2/M.hyo s&n sang dé dung theo sang ché, 1a
vacxin Porcilis® PCV M Hyo (MSD AH) dugc ban trén thi truong vao ndm 2015.
Vacxin nay dugc phat hién la thé hién tAt ca cac dic diém co loi cuia vacxin sang ché,
nhu hiéu lyc cta vacxin khdang M.hyo va PCV2 tham chi sau mot 14n dung, v6i profin
an toan vuot trdi, & dahg san sang dé dung, va kha thi vé mit kinh té. Chi tiét cua
vacxin ndy dugc mo ta trong phan vi du, va trong béo cao danh gia CVMP cho Porcilis
PCV M Hyo (EMEA/V/C/003796/0000, 11 thang 9 nam 2014). Béo cao nay mo ta
vacxin méi nay déap ung dugc ti€u chudn vé liéu luc vacxin khéng thr thach nhiém M.
hyo va PCV2, thdm chi sau 27 thdng bao quan ¢ nhiét do tir 2°C dén 8°C. Trong s6
luong 16n céc nghién ctru ching ngira trong phong thi nghiém va trén thyc dia, vacxin
nay duoc phat hién 1a an toan khi tiém trong co mét 1iéu 2 ml, cho lon con tir khoang 3
tudn tudi, trong d6 khong quan sat thiy c6 phan ung tai vi tri tiém khéc ngoai hién
tugng sung do thé tich tiém, va khong thdy c6 phan mg toan than ngoai viéc tang
nhiét d6 truc trang khoang 1°C trong thoi gian rAt ngin va ngdu nhién. Vacxin nay
cling hitu hiéu trong d6 vacxin ¢6 kha néng lam giam nhiém virut huyét, ctia tai lugng
virut trong phdi va mo lympho, va su phét tan cia virut do nhiém PCV2, ciing nhu
giam muc do nghiém trong cia tdn thuong phdi do nhiém M. hyo. Ngoai ra, vacxin
nay lam gidm viéc mAt ting trong hing ngdy trong giai doan két thic. Tinh mién dich
gAy ra boi vacxin nay co thé dugc phat hién trong thoi gian lén toi 22 tudn sau khi

tiém, bao gdm toan bd khoang thoi gian két thuc cla lon.

Vi thé hiéu quéa y té trén thi y cua vacxin theo séng ché ¢ lon 1a ngém ngua hodc
lam giam bénh do nhidm M.hyo hodc PCV2 va cac tri¢u chimg lién quan cua bénh.
Hiéu qua nay dugc dung @& chi hiéu qua diéu tri bénh va phong bénh cta vacxin theo
sang ché la: lam giam murc do nhidm virut huyét va lay nhiém, bang cach lam giam
qué trinh sao chép va phat tan ciia M.hyo hodc PCV2; va giam hodc thdm chi ngan
ngira cac triéu chimg 1am sang, nhu tén thuong phdi, viém phéi, giam ADWG va mirc

do chuyén hoa thuce an, v.v..
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Theo mot phuong an uu tién, vacxin theo séng ché c6 tac dung lam giam tén
thuong phdi gy ra do nhiém M.hyo va/hodc lam giam nhidm virut huyét do PCV2 &

lon.

Mot tac dung cé lgi khéc cla vacxin theo sang ché 13 ngin ngira hodc lam giam
muc do 14y lan ctia M.hyo va/hodc PCV?2 trong dan lon, theo chiéu doc cho con cia
né, 1an theo chidu ngang trong dan hoic quin thé, va trong ving dia ly. Két qua 1a viéc
sit dung vacxin theo sang ché din dén viéc lam giam ty 1€ xuét hién ctia M.hyo

va/hoac PCV2.

Vi thé theo mdt phuong 4n wu tién, vacxin theo sang ché c6 kha néang lam giam

ty 1& xudt hanh cia M.hyo va/hodc PCV2 trong ving dia ly.
Tuong tu, cac khia canh khéc cta sang ché d& cap dén:

- Viéc st dung vacxin theo sang ché dé lam giam ty 1¢ xuat hanh cua

M.hyo va/hodgc PCV2 trong quin thé hoic trong ving dia ly, va

- Vacxin theo sang ché dé lam giam ty 18 xuit hién ctia M.hyo va/hodc

PCV2 trong quan thé trong ving dia ly.

Theo mot phuong én, vacxin theo sang ché cling c6 thé chira chat 1am 6n dinh.
Chét 1am 4n dinh c6 thé st dung dé cai thién dic diém cta nhil twong vacxin, dé bao
vé céc thanh phan d& bi phan huy, va/hodc dé ting cuong thoi gian bdo quan cua
vacxin. Thong thuong, chit 1am 6n dinh 13 phan t 16n c6 trong luong phén tir cao,
nhu lipit, hydrat cacbon, hodc protein; vi du sita bot, gelatin, albumin huyét thanh,
sorbitol, sucroza, trehaloza, spermidin, NZ amin, Dextran hogc polyvinyl pyrolidon, va

chit dém, nhu phosphat kim loai kiém.

Tét hon 1a chét 1am én dinh khong chira cac hop chét c6 ngudn gdc tir dong vat,
hodc twong duong: duogc xdc dinh vé mit hdéa hoc, nhu dugc boc 1o trong WO
2006/094.974.

Vacxin theo sang ché ¢o thé bao gém chit bao quén, nhu thimerosal, mertiolat,
cac hop chét phenol, va/hodc gentamixin, Tét hon 1a vacxin theo sang ché khong chira
chét bao quan.

Vacxin theo sang ché t6t hon 14 6n dinh trong it nhat 1a 12 thang, tdt hon nita 1a

18 thang, hodc tham chi 24 thang. Thuét ngi ‘6n dinh’ dugc dung dé chi viéc duy tri
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cAu tric hoa hoc va vat 1y, va hiéu qua sinh hoc sau thoi gian bdo quan kéo dai trong
didu kién thich hop; cu thé: duy tri liéu lyc vacxin cho dén khi két thic thoi han sir

dung dugc dé xuat cua no.

C6 thé noi rang viéc tron cdc chat phu gia khac, duge yéu céu hodc ¢d loi cho
d6 6n dinh duoc pham hogc d hitu hiéu cua vacxin theo séng ché, cling déu nam trong

pham vi cua sang che.

Péi tuong clia vacxin theo sang ché 1a lon. Tubi, can ning, gidi, tinh trang mién
dich, va cac thong s6 khéac cua dbi twong duoc ching ngira khong bi gi6i han, méc du
rd rang 1a thuén loi khi ching ngtra cho cac dbi tuong khoe manh, chua bi lay nhiém,
va chung nglra cang sém cang tbt dé ngan nglra viée 14y nhiém bét ky PCV2 hodc
M.hyo. Do viéc lay nhiém nhu vay c6 thé da xuét hién & lta tudi con non, vi thé tdt

hon 1a vacxin theo sang ché duoc dung tir khi khoang 3 tuén tudi.

Thuén loi 13, hiéu luc cta vacxin theo sang ché khong bi anh hudng bdi mirc do

khang thé thu duge tir me ma lon con c6 thé mang.

Vi thé, vacxin theo sang ché ¢6 thé st dung dé chung ngtra so bd hitu hiéu, ma
sau d6 c6 thé theo d&i va duge khuéch dai bing cach chung nglra nhéc lai. Vi du
vacxin theo sang ché co thé dugc dung & khoang 2 — 10 ngay tudi, va dung lai vao
khoang 3 tudn sau do, voi thé tich mdi 1an chung nglra la 1ml. Tuy nhién, do vacxin
theo séang ché c6 hiu qua sau mot l4n dung, nén phuong 4n uu tien 1a dung liéu don,
vi du bang khoang 2 ml, tir khoang 3 tudn tubi. Viéc ching nglra nay s& bao vé lon
trong subt giai doan vd béo.

Khi ddi tuong lon cua vacxin theo sang ché duge du dinh dé duy tri trong thoi
gian 1au hon 6 thang, nhu lon nai dé gay gidng, hoic lgn duc dé cung cép tinh trung,
cac lon nay déu ¢6 thé dugc ching nglra nhéc lai déu din, 1, 2, hodc 3 lan mdi nam, vi
du v6i lon nai: ching ngira nhic lai mot 1an truéc mdi lan dé, trung binh khoang 2,2
lAn/nam.

Vi thé vacxin theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé phong bénh hodc diéu tri
bénh, hodc cé hai, do né can thi¢p vao ca su xam nhap va tién tridn cta viéc nhiém

M.hyo, va/hodc PCV2.

Ché do dung vacxin theo sing ché tbt hon 1a dugc két hop voi chuong trinh
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chiing nglra hién nay ctia cac vacxin khac ma d6i twong lon co6 thé can, dé giam ap luc
cho dong vét va giam chi phi nhan cong. Céc vacxin khac nay co thé dugc dung theo
cach cung luc, déng thoi hodc 1an luot, theo cach phu hgp v6i cach str dung da duge

dang ky cta chung.

Vacxin theo sang ché, c6 thé dugc dung véi thé tich thich hop cho dong vat
muc tiéu, va vi du co thé c6 thé tich ndm trong khoang tir 0,1 dén khoang 10 ml. Tét
hon 1a mdt lidu véi thé tich nam trong khoang tur 0,1 dén khoang 5 ml, tdt hon nita 12
mdt lidu cho dong vat ndm trong khoang tir 0,2 dén 3 ml. Tét hon 1a lidu trong co ndm
trong khoang tur khoang 1 dén khoang 3 ml, t6t hon 1a khoang 2 ml; va lidu trong da
nam trong khoang tr khoang 0,1 dén khoang 0,5 ml, tdt hon 1a khoang 0,2 ml.

Vacxin theo sang ché c6 thé dugc dung cho dbi twong 1a lon theo cac phuong
phép da biét trong linh vuc nay. Cach st dung dugc vu tién la qua duong tiéu hoa, nhu
tiém vao trong hodc qua da, vi du: trong co, trong tinh mach, trong mang bung, trong
da, duéi niém mac, hodc du6i da. Tt hon 13 dudng dung cua vacxin theo séng ché 1a

tiém trong co hodc dudi da. Con tot hon 12 dung trong co & chéan sau, hodc trong cd.

C6 thé noi raing duong dung tdi wu s& phu thude vao dic diém cu thé cia vacxin

duoc str dung, va dic diém cy the cta doi tugng.

Theo mdt phuong an, vacxin theo.sang ché duoc dung trong co cho lon tur

khoang 3 tudn tudi, 1a lifu don bang khoang 2 ml.
Vi tri dugc uu tién dé dung trong co 1 cd.

Nguoi ¢6 hiéu bié’t'trung binh trong linh vuc nay ¢6 thé t6i wu hoa thém vacxin
theo sang ché. Thong thudng viée t6i wu héa bao gdbm viéc tinh chinh hiéu lyc cia
vacxin, sao cho vacxin cung clp su bao vé mién dich thich hgp. Hiéu qua nay co thé
duoc thuc hién bing cach didu chinh phi hop lidu, thé tich, hogc thanh phan khéng
nguyén clia vacxin, bang cich st dung vacxin & dang hodc ché pham khéc; bang cach
didu chinh pht hop c4c thanh phén khéc clia vacxin (vi du chit 1am n dinh hogc chat
phu tro bd sung); hodc bang cach st dung qua duong dung, phuong phép, hodc ché do
dung khac.

Vacxin theo sang ché c6 thé con chtra cac hop chat khéc, nhu khdng nguyén bd

sung, xytokin, hogc axit nucleic kich thich mién dich chira CpG khong metyl hoa, v.v..
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Theo cach khac, vacxin theo sang ché thuan loi 12 c6 thé duoc két hop véi dugc chét
khéc vi du thubc khang sinh, hormon, thudc chdng viém hodc chéng ky sinh trung.

Hoic chinh vacxin theo séng ché c6 thé duge vao mot vacxin khac.

Vacxin theo sang ché thuan loi 1a c6 thé duoc két hop voi khang nguyén khéc,
vi du ¢6 ngudn gbc tir mam bénh khac. Uu diém cia vacxin két hop nay 1a n6 khong
chi tao ra d4p tmg mién dich khdng M.hyo va PCV2, ma dong thoi ciing khéng mam
bénh khac trong khi chi cin cho ddng vat muc tiéu ching nglra mot lan, nho d6 giam

ap luc do ching ngtra cho dbi tugng, cling nhu thoi gian va chi phi nhan cong.

Vi thé, theo mot phwong 4n wu tién, vacxin theo sang ché bao gdbm nguyén liéu

khang nguyén bd sung c6 ngudn gbc tir vi sinh vat gdy bénh cho lon.

Ban than “nguyén liéu khang nguyén bd sung” ¢ thé & dang c6 kha ning sao
chép hodc bi bit hoat, hodc ciu tric duédi don vi, va cé thé chira chét phu tr¢ hodc
khong. Nguyén liéu khang nguyén bd sung co thé 1a khang nguyén, va c6 thé chaa
phén ttr sinh hoc hodc tdng hop nhu protein, hydrat cacbon, lipopolysacarit, hodc phan
t¢ axit nucleic. Theo céach khac, n6 co thé 1a san phém biéu hién ctia mdt manh axit
nucleic tr vi sinh vat khac, hodc vec-to chira mdt manh axit nucleic; vec-to ¢d thé 1a vi

sinh vét hodc t€ bao chu sinh vat nhan chuén.

Nguyén liéu khang nguyén b sung co thé “c6 ngudn gbe tir” vi sinh vét khac
gAy bénh cho lon theo cach bét ky, vi du chét chiét, phan doan, thé déng nhét hodc san

pham nghién bang séng si€u am.

“V1i sinh vat gdy bénh cho lon” theo sang ché, da duoc biét ro trong linh vuc
nay. Vi thé, nguyén liéu khang nguyén bd sung vé nguyén téc c6 thé thu dugc tlr virut,
vi khudn, ky sinh tring, nAm, tring ran, dong vat nguyén sinh va/hodc ky sinh trung

bét ky gay bénh cho lgn

Céc vi du v& vi sinh vat gdy bénh cho lon la: virut gy hoi ching rdi loan ho
hip va sinh san & lon, virut bénh dai gia, virut parvo lon, virut sét lon ¢b dién, virut
cam lon, virut gy bénh 16 mdm long méng, virut gdy ti€u chay cip & lon, virut viém
da day rudt truyén phiém, virut bénh mun nu6c, Lawsonia intracellularis,
Actinobacillus pleuropneumoniae, Brachyspira, E. coli, Haemophilus, Streptococcus,
Salmonella, Clostridia, Pasteurella, Erysipelothrix, Bordetella, Toxoplasma, Isospora,

va Trichinella.
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Theo mdt phuong 4n wu tién, nguyén liéu khang nguyén bd sung duoc bd sung
vao vacxin theo sang ché, 1a khang nguyén khong sdng dugc dong kho, co thé duoc
hoa nguyén bang céch tron nhil tvong vacxin theo sang ché. Khang nguyén nay dugc

mb ta ching han trong WO 2010/106.095.

Theo mdt phuong 4n uu tién cia vacxin theo sang che, vacxin bao gom khéng

nguyén tt M.hyo, PCV2, Lawsonia intracellularis, va PRRSV. -

Do day la cac bénh quan trong & lon, vi thé viéc két hop chiing thanh vacxin

sin sang dé ding trong mot lidu don rét thuan loi.

Vacxin theo sang ché dugc didu ché biang cac phuong phép da biét 15 v6i ngudi

c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay.

Vi thé, theo mdt khia canh khac sang ché d& cap dén quy trinh san Xuat vacxin
theo sang ché, bao gbdm budc tron ché phim khang nguyén thu duoc bang quy trinh

theo sang ché, hodc ché pham khing nguyén theo sang ché, va chat phi tro b sung.

Theo mot khia canh khac sang ché dé cap dén quy trinh san xuét vacxin theo
sang ché, bao gdm buéc nhil hoa ché phdm khéng nguyén thu dugc bang quy trinh
theo sang ché, hodc ché pham khéang nguyén theo séng ché, va dau khodng, trong nhil

tuong dau trong nudc.

Céc quy trinh nay tao ra do kha dung ctia vacxin theo sang ché, vacxin nay cé
hiéu qua c6 loi trong viéc ngan ngira hodc lam giam bénh do nhiém M.hyo va/hodc

PCV?2 va cac triéu ching lién quan cta bénh, ¢ lon, nhu d& md ta o trén.

Chi tiét va cac vi du vé “quy trinh san xuat vacxin” dugc mo ta trong ban mo ta
nay, ma nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay c6 thé d& dang ap dung. Vi
du, ché pham khang nguyén theo sing ché c6 thé dugc tao ra theo cach céng nghiép
trong cac thé tich nho hon hoic 16n hon, sau d6 duoc két hop véi ta duge dugce dung,
duoc phéi ché thanh vacxin, va duoc nap vao trong vét chira dugc tao kich thudc thich
hop. Cac giai doan khac nhau trong quy trinh san xudt s& duoc kiém soat bang cic thir
nghiém thich hop, vi du thir nghiém mién dich v& pham chit va lwong khang nguyén;
bang thtr nghiém vi sinh vt d6i vé6i viec bit hoat, do vO tring, va su véng mit clia cac

chat ngoai lai; va cudi cung la bang cac nghién ciru trén dong vat d€ khang dinh hiéu
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luc va d6 an toan vacxin. Sau khi hoan thanh viéc ki€m tra pham chat, luong va do vo

tring, san pham vacxin c6 thé dugc ban trén thi truong.

Céac quy trinh ndy da dugc biét rd véi nguoi ¢ hi€u biét trung binh trong linh
vuc ndy, va cac k¥ thuat va danh gia chung st dung d€ san xuét vacxin dugc md ta vi

du trong chi thi clia nha nude va cac quy dinh (duge dién)_trong s tay da biét rong rai.

Vacxin theo sang ché c6 thé duoc san xuit & dang thich hop dé dung cho lon

muc tiéu, va phit hop véi cach ding mong mudn, va hi¢u qua mong muon.

Tét hon 1a vacxin theo sang ché dugc phbi ché thanh dang thich hop dé tiém
ngoai dudng tiéu héa, tirc 13 chit 1ong tiém dugc nhu: thé huyén phu, dung dich, thé
phén tan, hodc nhii tuong. Thong thudng cac vacxin nay dugc san xuét vo tring, va &

do6 pH sinh ly.
Vi thé trong céc khia canh khéc sang ché dé cap dén:

- Ché phdm khéng nguyén thu dugc bang quy trinh theo sang ché, hoic
ché phdm khéng nguyén theo sang ché, dé st dung trong vacxin cho lon dé ngan ngira
ho#c lam giam bénh do nhiém M.hyo hodc PCV2 va céc tri€u chimng lién quan cua
bénh.

- Str dung ché phim khang nguyén thu duoc bing quy trinh theo séng ché,
hotic ché phdm khéng nguyén theo sang ché, dé san xuit vacxin dé ngan ngtra hodc
lam giam bénh do nhiém M.hyo hodc PCV2 va céc triéu chiing lién quan cta bénh.

St dung vacxin theo sang ché, hoic vacxin thu dugc bang quy trinh theo
sang ché, dé ngan ngira hodc lam giam bénh do nhiém M.hyo hodc PCV2 va céc tri€u
chtng lién quan cta bénh.

- Phuong phép ngin nglra hodc lam gidm bénh do nhiém M.hyo hodc
PCV2 & lon va céc triéu ching lién quan clia bénh, phuong phap nay bao gém viéc
dung vacxin theo sang ché, hodc vacxin ¢6 thé thu dugc bang quy trinh theo sang ché,

cho lon.

Séang ché s& dugc md ta thém bang céc vi du khong nhim muc dich giGi han sau
day.
Vi du thwe hién sang ché

1. Didu ché khang nguyén M.hyo
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Khéang nguyén vacxin vi khudn M.hyo duoc diéu ché theo cach twong ty voi
phuong phap san xuit vacxin M+Pac thuong mai; phuong phap nay vé co ban 1a nhu
da mod ta (WO 1993/016.726). Vin tit: M. hyo ching J dugc nudi cdy trong thé huyén
phtl trong moi truong giau dinh dudng, trén co s mdi truong duogc Friis mo ta dau
tién (1975, supra). Moi trudong nay 1a moi truong phac chia chit chiét nAm men, huyét
thanh va céc chat chiét khac nhau thu duoc tir lon va bo. Sau vai 14n nuoi céy trudc,
viéc nudi cdy chinh duge thyc hién trong thing 1én men 16n ¢ nhiét do 37°C ddng thoi
khudy va kiém sodt do pH, va thuong didn ra tir 20 dén 60 gio d& dat dén pha tinh. D&
bét hoat méi trudong nudi céy BEI dugc bd sung vao thiét bi 1én men, thiét bi 1én men
dugc khudy trong 1 gio, sau d6 toan b thanh phan dugc chuyén sang binh thir hai, va
dugc 0 dén 24 gid trong khi dugce khudy, ¢ 37°C. Tiép theo BEI du dugc trung hoa
bang cach st dung natri-thiosulphat, bing cach khudy dén 24 gi> & 37°C. Mé ciy bi
bat hoat va duoc trung hoa sau d6 dugc cod dén 15 14n bang cach siéu loc. Khéang
nguyén vacxin vi khuin M.hyo bulk dugce bao quan & 4°C cho dén khi s dung. Khéi
luong va cong hiéu tuong dbi khang nguyén dugc xac dinh bang Elisa ndi bo, bang
cach st dung khang huyét thanh da dong tho dédc hiéu M.hyo, va bang cach so sanh vdi

chit chudn tham chiéu ché phdm vacxin vi khuidn M.hyo c6 cong hiéu da biét.
2. Didu ché khang nguyén PCV2

Khang nguyén PCV2, & dang chu truc dudi don vi 1a VLP dugc ma hoa ORF2,
duoc tao ra theo phuwong phép twong tu véi phuong phép tao ra khang nguyén Porcilis
PCV; phuong phdp nay v& co ban nhu dd dugc md ta truse do (vi du WO
2007/028.823). Vén tit: thé huyén phil méi truong nudi cdy t& bao con tring Sf21
dugc cho nhiém vao baculovirut tai td hop chtra gen PCV2 ORF2 dugc gén chén dudi
su kiém soat ciia gen khoi dau pl0 cta baculovirut; mat do té bao tai thoi diém lay
nhiém 1a khoang 1,4 x 106 t& bao/ml, muc do nhiém (MOI) 1a 0,01. Sau 4 - 8 ngay
nudi cdy & khoang 27°C, toan bd mé chy duoc nghién bang séng siéu 4m bang cach
cho né di qua méy siéu Am quy mo cdng nghi€p. Tiép theo baculovirut tai t4 hop bi bat
hoat bing BEI & 37°C trong 72 gid, trong khi khudy va kiém soat do pH. Sau khi bét
hoat, BEI dugc trung hoa bang natri thiosulphat. Sau khi trung hoa, vun té bao duoc
loai boé bing cach ly tam. Tiép theo dich ndi duge st dung dé xac dinh khéi luong

khang nguyén ciia VLP capsit PCV2, bang cach st dung dién di gel SDS bang céach so
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sanh voi khoang pha lodng cua lugng da biét ctia protein danh déu, hodc ELISA ndi
bo.
3. Pidu ché ché phim khang nguyén cta khang nguyén M.hyo va khang nguyén

PCV2, va san xuit vacxin san sang dé dung

Mot quy trinh vi du dé didu ché ché phdm khang nguyén theo sang ché, va sau
do6 1a vacxin theo sang ché, 12 didu ché mé vacxin theo sédng ché 100 ml, v6i 18% pha
diu, nhu sau: trong ¢dc thuy tinh dugce két hop theo cach vo trung: 5ml tir mot mé
khéng nguyén vacxin vi khuén M.hyo & ndng dd khoéng 60 RPU/ml, 10ml alhydrogel
2%, va 12ml dung dich mudi binh thuong. Cac lugng nay 13 3 RPU khiang nguyén
M.hyo /ml va khoang 1 mg/ml Nhom trong vacxin thanh pham. Céc thanh phan nay
duoc két hop voi chit mang chia nude, & ddy 1a nudce mubi. Dbi v6i vacxin nay 37ml
nuoc muéi cling duge bd sung vao pha nuée hoan chinh, ¢ day la 33% thé tich, 12 ml

dugc st dung dé tad tha‘mh“ph{rc hop khéng nguyén/ chét phu trg.

Hdn hop dugc didu chinh dén do pH bang 6,5 bang cach st dung axit clohydric
4N, va hén hop duge u ¢ nhiét do phong (khoang 20°C), qua dém (16 gio), trong didu
kién khuéy nhe b%mg cach st dung dia tron tir tinh va thanh tron tur tinh v6 trung. Vao
sang ngay tiép theo, hdn hop dugc két hop véi thé tich nudec mudi con lai, v6i 17ml
mé khang nguyén PCV2 & khoang 14000 AU/ml (cung cip khoang 2300 AU/ml trong
vacxin thanh phdm), va etanol 96% va glyxerol (da tiét trung). Viéc tron duoc tiép tuc
trong 10 phut, sau d6 pha nuéc cia vacxin da s&n sang. Tiép theo, 18 ml pha dau duoc
bd sung, bao gdm hdn hop cua Tween, Span, va Drakeol. Tiép theo, hai pha nay duoc
ddng nhit hoa bing cach sir dung méy tron ultra-turrax, trong 2 phit ¢ tbe d6 10.000

vong/phut.

Céc mé vacxin c6 thé tich 16n hon, 1én dén 100 lit dugc didu ché vé co ban theo
cach twong tu, va chung dugc sir dung trong céc thir nghiém chung nglra trong phong
thi nghiém va trén thyc dia nhu dd mo ta trong ban mod t4 nay. O quy md nay, binh tron
c6 thé tich 16n du’qc' st dung dé phu hop véi thé tich 16n hon,v' va viéc didu chinh phu
hop dugc thuc hién tai thoi diém tron phitc hop khéng nguyén/chét phu trg da dugc
tao truée v6i khang nguyén PCV2 va céc thanh phan khéc ctia pha nudc: qua trinh nay
duoc tang 1én 60 phut; do pH duoc giit trong khoang tir 6,2 dén 7,5, va nhiét do U la

nhiét dd phong. Tuong tu, thé tich cua pha nuéc va ctia mé khang nguyén cﬁﬁg duogc
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thay dbi, dé pht hop v6i cong hiéu ciia cac mé khang nguyén duge su dung. RS rang 1a
viéc nhil hoa céc thé tich nay dugc thuc hién bang cach st dung thiét bi dong nhét quy

mo 16n (Dispax reactor, IKA).

Céc thir nghiém tiép tuc dé t6i uu hoa céac diu kién ctia quy trinh theo sang ché,
dé tao thanh truéc phirc hop khang nguyén/chét phu trg. Vi du bang cach thay do6i
nhiét do va thoi gian 0, do pH cua hdn hop, va ty 1€ cla chét phu trg nhom hydroxit va

khang nguyén M.hyo.

Cac mau dé thir nghiém viée khang nguyén M.hyo c6 dwoc hip phu 1&n chat
phtl trg nhom hydroxit hay khong va dugc hép phu véi luqng bao nhiéu sau d6 dugc
léy ra tir pha nuGe truge khi nhil héa, va duge ly tdm va dich ndi va vién tron thu dugc
dugc thtr nghiém. Khi vacxin dugc didu ché c6 dang nhil twong dau trong nuédc, quy

trinh nay c6 thé dugc thuc hién bang cach st dung cac mAu vacxin thanh phim.

4. Tac dong cua cac diéu kién khac nhau trong viéc tao ra phirc hop khang nguyén/chét

phu tr¢

Vacxin két hop M.hyo/PCV2 duoc san xudt nhu dd mo ta & trén, bang cach st
dung ché phdm khang nguyén dugc didu ché bang cac qué trinh khac nhau: khéng
nguyén PCV2 c6 mit hodc khong c6 mat trong qué trinh hinh thanh phitrc hgp gilta
khang nguyén M.hyo va chit phu trg nhom hydroxit. Bing cach thtt nghiém céc
vacxin ndy trén dong vat thir nghiém cho phép so sanh su anh hudng ctia cac qua trinh
khac nhau 1én hiéu luc cta khang nguyén M.hyo.

4.1. Vat liéu va phuong phap

Ché phdm khéng nguyén ndy duoc didu ché bang cach st dung 5% (thé tich
vacxin thanh pham) ctia mé vacxin vi khudn M.hyo dugc ¢d 10x, va lugng khang
nguyén PCV2 chudn, twong dwong véi luong khang nguyén PCV2 trong vacxin PCV2

thuong mai. Vacxin dugc san xuét theo quy trinh sau:

Vacxin | Khdng nguyén M.hyo | Lugng khang | Nhom hydroxit
nap vao (thé tich/the | nguyén PCV2 | tao thanh phtrc hop:
tich) (AU)/lieu '

A 5% - M.hyo

B 5% > 2800 M.hyo + PCV2

C 5% > 2800 - Mhyo
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Sau budc hap phu, cic thanh phan con lai ctia pha nude dugc bd sung, sau do
b6 sung pha dau va nhil hoa, dé thu dugc san pham vacxin thanh pham. Vacxin duoc

luu gitr & nhiét 46 2-8°C cho dén khi str dung.

Tiép theo, bén nhoém gdm 8 lon con duge st dung cho thir nghiém thir thach
chung ngura: trong d6 c¢6 ba nhém ma mdi nhém dugc nhan mot loai vacxin cu thé,
mot nhom st dung lam nhém dbi chung khong dugc ching ngira. Ba vacxin nay dugc
dung trong co véi lidu 2ml lic ba tudn tudi.

Bén tudn sau, luc 7 tudn tudi, tit ca cac con lgn dugc cho thir thach béng cach
truyén qua khi quan 5ml mé cAy thé phan 1ap M.hyo ddc hai trong moéi truong Friis,
trong hai ngay lién tiép. Sau ba tudn sau (& 10 tudn tubi), lon dugc md xéc va ton
thuong phoi dong dic do nhiém M.hyo dugc tinh diém theo thang diém Goodwin.

Trong qué trinh thr nghiém, cac mAu méu dé thir nghiém huyét thanh hoc duoc
14y tai thoi diém ching ngira, khi thir thach, va khi mb xdc. Mirc do khang thé khang
PCV2 duge xé4c dinh bing don vi tiy ¥ bing céch st dung Elisa.
4.2.Két qua

Bang 1: Két qua cla diém sb tdn thuong phdi béi M.hyo va két qua huyét thanh hoc

cua PCV2

Nhém Mtc do ton thuong phodi | Hiéu gid khing PCV2 (log2) &

trung binh do M.hyo do tuoi:

2 r 0 14 31 Y Y Y
Diém s0 /oA.g1arf1 SO VOLI 3 tudn 7 tuan 10 tuan
doi ching

Vacxin A | 3,3 +4,6% 66 6,7+1,5 | 51+1,1 | 29+0,3
VacxinB | 6,8+6,7 30 68+1,6 | 8,1+x1,2|82+1,1
VacxinC | 4,1 £3,5* 58 69+1,6 | 84+1,0 | 8,613
Déi
ching
khong 9,7+7,2 0 6.8+1,6|53+0,8 |3,5+1,0
duoc
chung
ngua

*: diém sb tén thuong khéc biét dang ké so v6i nhom dbi chimg (p<0,05, thir

nghiém Mann-Whitney U)
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Nhu duge thé hién trong bang 1, viéc ching ngira bing vacxin A chi chira
khang nguyén M.hyo lam gidm dang ké muc d6 nghiém trong cla tdn thuong phdi gy
ra bdi M.hyo dén 66%, so véi mac do nghiém trong cua ton thuong & lon dbi chimg
khéng duogc ching ngira. Vacxin nay twong duong véi san pham thuong mai M+Pac.
Tuy nhién, d6i v6i vacxin B, dugc san xuét tr ché pham khang nguyén trong d6 khang
nguyén M.hyo va khang nguyén PCV2 c6 mit trong qua trinh tao thanh phtc hop vé
co ban khéac biét: vacxin ndy chi lam giam mirc do tdn thuong phéi 1a 30%. Hiéu luc
vacxin M.hyo c6 tdc dung phuc hdi dé lam gidm mutc do tén thwong phdi 1a 58%, veé
co ban 1a do hiéu luc cta vacxin chira mot khdng nguyén, dbi voi vacxin C; vacxin nay

duoc san xudt tir ché pham khang nguyén duoc diéu ché theo quy trinh theo sang ché.

V& ndng d6 khéng thé PCV2: lon & tit ca cac nhom da duge nhén khang thé tir
me khang khang nguyén PCV?2 tai thoi diém chung nglra. Céac khang thé tir me nay bi
suy giam & nhom tiép nhin vacxin A va & nhom doi chimg. Céc nhém tiép nhan
vacxin B hoic C, chira khang nguyén PCV2, da thé hién dap (ng huyét thanh dén muc
do ¢6 tac dung bao vé. Gitta cac nhom khong c6 sy khéc biét dang ké, cho thdy rang
liéu luc vacxin PCV2 khong lién quan dén cach khang nguyén dugc hép phu Ién chit
phu tr¢ nhom hydroxit. |
4.3. Két luan

C6 su khac biét rd rang va dang ké vé liéu luc vacxin chéng lai viéc nhiém
M.hyo, phu thudc vao phuong phap didu ché ché phdm khang nguyén: khi khang
nguyén PCV2 c6 mit trong qué trinh khéang nguyén M.hyo hép phu 1én nhdm hydroxit,
vacxin tao thanh chi c6 hitu hi€¢u bing mot ntra, so v6i khi khang nguyén PCV2 dugc
bd sung sau khi da hinh thanh phtic hop khang nguyén M.hyo/chét pht trg nhém
hydroxit.

5. Thir nghiém kéo dai do an toan va hiéu lyc cua vacxin PCV2/M.hyo san sang aé
dung

Muc dich ctia thir nghiém duge md td dudi day 1a dé danh gid hiéu lyc va do an
toan cua vacxin Porcilis PCV M Hyo méi, trong diéu kién phong thi nghiém va thyc
dia.

5.1. Vat liéu va phuong phéap
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5.1.1. Vacxin

Vacxin duge thir nghiém chira khang nguyén vacxin vi khuén M.hyo, khang
nguyén PCV2 ORF2 VLP dugc biéu hién trong baculovirut, va chét phu trg Emunade,
nhu d3 md ta. Vacxin dugc dung trong co & cd, duéi dang lidu 2ml, cho lon con 3 tudn
tudi.

5.1.2. Thtr nghiém d¢ an toan GLP

Hai nhém gdm 12 lgn SPF khée manh dugc ching ngira bang Porcilis PCV M
Hyo lac 19-21 ngay tudi (nhém dugc ching ngira) hodc dugc tiém nudce mudi déni
phosphat (nhom dbi chtng). Cho dén 14 ngdy sau ching ngira, lon con duge quan sat
héng ngay vé céc phén tng bt thuong toan than hodc cuc bd. Nhiét do tryc trang duoc
ghi lai mot ngay truge khi chung ngira, ngay trudc khi chung ngilra, 4 gio sau khi
chung ngra va hing ngdy trong bbn ngay. O 14 ngay sau khi ching ngua, tat ca cac

con vat dugc giét dé kiém tra vi tri ti€m.
5.1.3. Thir nghiém gay mién dich va thir nghi¢m thtr thach

Thoi diém xuét hién midn dich (OOI) va khoang thoi gian mién dich (DOI) dbi
v4i mdi vacxin khang nguyén trong sb hai vacxin khang nguyén dugc xac dinh trong
nghién ctru thtr thach thuc nghiém. Trong mdi thtr nghiém, lon 3 tudn tudi tr dan
khong bi nhiém M.hyo va huyét thanh duong tinh véi PCV2 duge ngau nhién chia
thanh hai nhom (vacxin va dbi chung) tai thoi diém chung ngtra (PCV2 OOI/DOL: 15
con lon mdi nhém, M.hyo OOI: 19 con mdi nhom, DOI: 40 con lon mdi nhém). Cac
mAu mau duge ldy ngay trude khi ching ngira, tai thoi diém thir va 2 (chi cac thu
nghiém thir PCV) va 3 tudn sau khi thir. P& xéc dinh DOL cdc mAu mau cling dugc lay

déu dan trong qua trinh ching ngira va thir thach.

Thir thach PCV?2 duge thuc hién bang cach nhé qua miii (3 ml mdi 16 mii, voi
khoang 1076 TCID30) clia thé phan 1ap thyc dia PCV2 Ha Lan gln ddy, ltc 5 hogc 25
tudn tudi. Ba tuln sau khi tht PCV2, tAt c4 cac con lon dugc md xéac va hach bach
huyét mang treo rudt va hach bach huyét ben, amidan va phéi duogc thu gom dé dinh

luong tai lugng virut PCV2.

Thtt thach M.hyo dugc thyc hién trong khi quan vao hai ngay lién tiép v6i 10ml
moi truong nudi cdy thé phan lgp thuc dia Dan Mach (do Dr N. Friis, National
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Veterinary Laboratory, Copenhagen cung cip) chira khoang 10”7 don vi thay doi
mau/ml (CCU/ml) lac 7 hodc 24 tuin tudi. Ba tuan sau khi thr thach, lon duoc md xé4c

dé danh gi4 ton thuong phdi ma duoc tinh diém nhu Goodwin et al. (supra) dd mo ta.

Trong tat ca cac thit nghiém, lon duge quan st hing ngay vé cac bat thuong vé

lam sang.
5.1.4. Thir nghiém thyc dia

Thtr nghiém d6 an toan trén thuc dia duge thuc hién & cac con lon con theo kiéu
ngau nhién va mu ¢ hai trang trai lon ¢ Ha lan va trang trai lon & Dirc. O mdi trang
trai, it nhét 1a 56 con lon con dang bu ba tudn tudi khoe manh tir 17-24 ngay tudi dugc
phén chia ngau nhién thanh mot trong hai nhém. Lon con trong mot nhdém (vacxin)
dugce chung ngua bang Porcilis® PCV M Hyo va lgn con trong nhém con lai (d6i
chiing) dugc tiém nudce mudi vo tring duge dém. Strc khoe chung cua cac lon con
dugc kiém tra lic phan nhém (mot ngay trude khi chiing ngtra), ngay trudc khi ching
ngira, 1 va 4 gio sau ching ngira, va hing ngay trong 14 ngdy. Mot ngay trudc khi
chung ngira, ngay trude khi ching ngtra, 4 gio sau chung ngura, va hing ngay trong 4
ngay sau ching ngira, nhi¢t do truc trang cua tAt ca céac lon con ducjc do. Kiém tra
phan Gng cuc b tai vi trf tiém bang cach s nan vao lac 1 va 4 gio sau ching ngira, va
sau do 1a hing ngdy trong 14 ngay. Tét ca cac lon con thir nghiém déu dugc can trong
lugng lic phan nhém (ngay 1), va va khi két thuc thir nghiém (21 ngay sau khi ching

ngura).

Nghién ctru d§ an toan va hi¢u luc két hop trén thyc dia duoc thuc hién theo
phuong phép dugce kiém soat, ngiu nhién va mu, & dan lon Phap bi nhiém M.hyo va
PCV2 trén thuc dia. Lon con dang bu ba tuln tudi khoe manh dugc phén chia ngau
nhién the‘lnh, trong céc ltra, thanh mot trong hai nhém mdi nhéom khoang 300 lon con.
Lon trong mdt nhém (vacxin) dugc chung ngua bang Porcilis® PCV M Hyo va lgn
trdng nhém con lai (d6i chimg) duge tiém nudce mudi vd trung duge dém. Cac thong
<6 thit nha ct6 biét hidu luc cta vacxin 1a mire do tdn thuong phdi lac giét thit, nhiém
virut huyét PCV2 va muc tang cén trung binh hing ngay (ADWG) trong giai doan v
béo, (tuc la tir 7 dén 19 tuan sau ching ngira (wpv)). Cac thong sé thit hai 1a tdng s6
ADWG (tic 1a gifta thoi diém ching ngira dén 19 wpv), ty 1é chét, ty 16 méc bénh, ton
thuong viém mang phéi va 13y lan PCV2. Ngoai ra, dap ting huyét thanh do chﬁhg
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ngura hodc nhidm trén thuc dia duge xac dinh. Lon dugc cén trong lugng khi ching
nglra, & giai doan chuyén sang don vi hoan thién, va trudc khi giét thit. Viéc dung
thuoc dugc ghi lai va lon chét trong qud trinh tht ngh1em duoc kiém tra sau khi chét
dé xac dinh nguyen nhan chét. Ph01 duoc kiém tra trén ting con lon lac giét thit dé
cham diém muc do nghlem trong cua cac tdn thuong dién hinh do M.hyo va viém
mang phdi. 25 lon con trong nhom didu tri duge ldy méau cho miu huyét thanh va gac
truc trang va miii duoc léy khoang 4 tudn mot lan. Mic du dd an toan khong phai la
muc tiéu chinh cta thir nghiém ndy, nhung nha nghién ctru thudng xuyén quan sat
dong vét lic ching ngira, va 1ap thanh nhom, tai cac thoi diém 4 gi®d sau chung ngira

va 1, 4, 7 va 14 ngay sau ching nglra.
5.1.5 Huyét thanh hoc

P&i voi huyét thanh hoc M.hyo, Elisa thwong mai (thor nghiém M.hyo Ab,
IDEXX) duge st dung theo hudng din ciia nha san xudt. Két qua da thé hién 1a am

tinh, duong tinh hodc khong két luan dugc.

Péi véi PCV2 huyét thanh hoc, ELISA ni bd duge thuc hign nhu da duge md

ta truée do (Haake et al., supra).
5.1.6. Binh lugng ADN cua PCV2

DPinh lugng tai lugng virut PCV2 trong huyét thanh, co quan lympho, phéi va
chat bai tiét duoc thuc hién bing qPCR nhu dd dwoc mo ta trude do (Haake et al.,

supra).
5.1.7. Phan tich thdng ké

Ving dudi duong cong (AUC) cua sb lidu gPCR i v6i cac mAu huyét thanh
duoc thu gom sau thtr thach PCV2 dugc tinh bang quy luat hinh thang tuyén tinh va
dugc phan tich bang thtt nghiém dAu cua tht hang Wilcoxon (Wilcoxon Rank Sum
test). Diém s6 tén thuong phdi trong cac thir nghiém thir thach va s6 lidu gPCR cua
hach bach huyét ben va hach bach huyét mang treo rudt, phéi va amidan cling duogc

phén tich bang thir nghiém d4u ctia thir hang Wilcoxon.

Trong thit nghiém trén thuc dia, s6 liéu AUC duge phan hang truéce khi phén
tich bing ANOVA v6i nhom ching nglra, mé san xuit va sy tuong tac cia ching la

anh hudng cb dinh. Diém sb tdn thwong phdi trong thir nghiém trén thyc dia dugc so
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sanh gifta cdc nhom bang cach st dung ANOVA kiéu hdn hop. Nhom ching ngira, mé
san xuét va su tuong tac clia chung duoc goi la cdc anh hudng c¢d dinh va lon nai 12
anh huong ngau nhién. Ty 1€ lon voéi viém mang phéi (khong hodc cd), ty 1& chét va ty
1é mic bénh dugc so sanh gifta nhém ching nglra bang phuong phap Cochran Mantel
Haenszel v6i mé san xudt 1a bién sé phan loai. Méic ting can trung binh hing ngay
dugc so sanh gitta cdc nhom bang céach st dung ANOVA kiéu hdn hop. Nhém chung
ngira, mé san xudt va gi6i véi su trong tac thich hop 1a anh hudng c¢b dinh, va lgn nai
12 4nh hudng ngiu nhién. Trong luong co thé lic phan nhém duge bao gbm trong mo
hinh la d&”)ng tham sd. S8 luong lon c6 phéan Gng cuc bd hodc toan than duoc so sanh

bang kiém dinh chinh x4c Fischer.
5.2. Két qua
5.2.1 Thir nghiém dd an toan
Két qua két hop cua tit ca cac thir nghiém do an toan dugc tom tat trong bang 1.

Trong thtr nghiém d6 an toan GLP, khdng c6 déng vat nao xuét hién phan Gng
toan than hoiic cuc bd va khong quan sit thdy c6 bt thuong 16n & vi trf tiém khi md
xéc. Vao 4 gid sau ching ngira, nhiét do tryc trang cua dong vét dugc ching ngua
trung binh 1& 1,1°C cao hon & dong vét d6i ching (p<0,001) nhung da tré lai binh

thuong vao ngdy sau ngdy chung ngua.

Trong thir nghiém nghién ciu d6 an toan trén thuc dia, viéc didu tri din dén
phan Gng cuc bd tai vi tri tiém vai duong kinh tdi da 1a lem & 13% céc con chung
ngtra va 0,3cm & 4% cac con d6i chimg. Cac phan (mg cuc bd nay quan sat dugc lac 4
gid chi sau khi chung ngira va khong bidu hién gan ngay tiép theo. S6 luong lon con
voi d6 1éch so véi ste khoe chung binh thuong sau khi diéu tri twong tu véi ca hai
nhém (6% va 5% tuong Ung ddi v4i nhom ching ngira va nhom d6i chung). O nhiét
do truc trang trung binh cao hon 1,1°C (p<0,0001) luc 4 gior sau khi chiing nglra dugc
do & cac con dugc ching nglra (40,6°C so voi 39,5°C), ma trg lai binh thuong vao
ngdy sau ngdy ching nglra. Vi€c tang trong lugng khong khac biét gilta cic nhom

trong khoang thoi gian quan sat ba tudn sau khi didu tri.

Trong nghién ciru do an toan va hiéu h_rc trén thuc dia, phan tng cuc by quan
sat thiy & khoang 1% lon & cé hai nhom. Kich thudc tbi da ctia phan Gmg cuc bd trong

nhém chung ngira 1a 2cm va khoang thoi gian tdi da 12 mot ngay. Do 1éch so voi suc
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khoe chung binh thudng quan sat thdy & 3% con dugc chung nglra va 1% con do6i
ching. Mot sb con lon thé hién dAu hiéu nho vé su khong thodi mai 4 gi¢ sau chung

ngua.
5.2.2. Céc thir nghiém thtr thach

Khong thdy c6 bét thuong trén 1dm sang lién quan dén viéc diéu tri trong
khoang thoi gian tir lic chung ngua dén khi thr nghiém tht thach. Tuy nhién, mot s6
lon duoc chiing nglra va lon d6i chiig bi qué trong qua trinh thir nghiém, rat co thé 1a
do nhiém Streptococcus suis. Thir thach nhidm PCV2 khong gly ra triéu chimg 1am
sang bat ky, nhu’ng,sé liéu gPCR rd rang da thé hién c6 su nhiém khuén & cac md
lympho khac nhau va phéi (Fig. 1). Tai lugng virut trung binh néi chung theo thir tu tur
2 dén 3 logl0 thdp hon & lgn duge ching ngira, va su khac biét gilta cc nhom ¢6 y

nghia vé mit théng ké (p<0,05).

Déi v6i Porcilis® PCV M hyo PCV2, hiéu gi4 khang thé dic hiéu bang khoang
3 Log2 va tuong quan cao v6i viéc giam dang ké tai luong virut. Trong céc thi
nghiém nay viéc chung ngira ciing gy ra dap ung khang thé 15 rét khang PCV2 sau
khi chiing ngura, trong khi d6 nhom dbi chiing git nguyén huyét thanh hoc 4m tinh sau
khi sut giam hiéu gid khang thé me cho dén thoi gian thir thach. Sau thir thach, vice
ching ngura da gy ra phénrt’rng goi nh¢ va dong vat trong nhém d6i chung da bit dau

chuyén d6i huyét thanh.

bép tng huyét thanh sau ching ngira cling quan sat thdy trong thtt nghiém thir
théch M.hyo v6i 84% dong vat co huyét thanh duong tinh & 4 wpv va 97% dong vat c6
huyét thanh duong tinh & 21 wpv (Fig. 2). T4t ca dong vét d6i ching dap Gmg huyét
thanh v6i thir thach nhiém khuém. Khi md xéac ba tudn sau thir thach, ton thuong phoi
trung binh do M.hyo 1 77% (thtt nghiém OOI) va 50% (thtr nghiém DOI) thip hon &
nhom dugc ching ngtra (p<0,05).
5.2.3. Thtr nghiém hiéu lyc trén thyuc dia

Profin huyét thanh PCV2 ctia lgn trong thir nghiém trén thyc dia (Fig. 3) 1a dau
hiéu cda viéc nhiém PCV?2 trén thuc dia tir 8 dén 12 wpv. That vay, lac 8 tudn sau khi
ching nglra, sy ¢6 mit ciia PCV2 ¢ thé dugc phét hién véi luong thip & cac con vét
d6i chtng dat dén dinh trong chét bai tiét miii va phén luc 12 wpv va trong huyét thanh

lac 16 wpv. Tuy nhién, so véi dong vat d6i chimg, tai lwgng virut cia dong vat dugc
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ching ngira (duge tinh 12 AUC) duge giam déng ké gin 79% (p<0,0001), 70%
(p<0,0001) va 55% (p=0,0159) trong huyét thanh, miii va phan cht bai tiét, tuong
ung.

Nhu duoc thé hién trén Fig. 4, 46% dong vét dugc ching nglra tr& nén huyét
thanh duong tinh véi M.hyo lac 4 wpv. Cac con vat dbi chirng huyét thanh duong tinh
M.hyo quan sat dugc lac 16 wpv. Luc giét thit, diém sb ton thuong phdi trong nhém
duoc ching ngira 13 46% thip hon & dong vat déi ching (p<0,0001). Cu thé, ty 18 %
cac con VAt c6 ton thuong phdi nghiém trong (diém sd >10) dugc giam gin 56%. S6
lugng céc con vat bi viém mang phdi thép hon & nhém duge ching ngira (32% so Vi

39%), nhung mutrc dd giam nay khong c6 gia tri vé mit thong ké (p=0,121).

Ngoai ra, vi¢c chung ngura bang Porcilis® PCV M Hyo lam cho cao hon 34g
ADWG trong giai doan vd béo 16n hon 34g (p<0,0001) va ADWG trong toan bd qua
trinh thtr nghiém cao hon 19g (p=0,0019) so véi dong vt déi ching (bang 3). Miac du
ty 16 mic bénh va ty 18 chét & nhém duogc chung ngira déu thip hon so v6i nhom d6i

chting, nhung sy khac biét nay so voi db1 ching khong ¢6 ¥ nghia théng ke.
5.3 Thao ludn

Thir nghiém nay hd trg cho viéc két ludn rang vacxin Porcilis® PCV M Hyo ¢6
thé an toan dé dung cho lgn con 3 tudn tudi. TAn sudt phan (ng toan thin rat thap va do
cac phan (g nay ciing quan sat thiy & nhom dbi chung duoc tiém nudce mudi, nén c6
vé 1a phan Gng toan than lién quan dén cach didu tri (tiém thé tich 2 ml) hon la do két
quéa ctia viéc ching nglra. Viéc ching ngira cling khong co6 tac dong ti€u cuc 1én su
sinh truéng cta lon trong giai doan so sinh va phan tng cuc bd khong dang ké va
trong thoi gian ngén. Nhiét do trung binh truc trang tang khoang 1°C Iuc 4 gio sau khi
ching ngira. Tuy nhién, khi nhiét d9 tr¢ lai binh thuong vao ngay tiép theo va ngoai ra
cac biéu hién chung cling nhu sy hép thu thirc &n (nhu dugc do bing trong luong co
thé lac 3 hodc 7 tudn sau khi chiing ngira trong cac thir nghiém thuc dia) & dong vat
khong bi anh hudng, viéc nhi¢t d6 tryc trang tang trong thoi gian ngén qua la phat hién
lién quan dén vacxin c6 thé chip nhan dugc. Tuong tu, ting trung binh 1°C ciing ndm
trong gi6i han 1,5°C 1a nhiét do tang duoc chép nhan theo Chuyén khao dugc dién
chau Au 2448 (vacxin bénh viém phé)i dia phuong lon (bi bat hoat)). -

Nghién ctru thir thach thue nghiém cho thiy rang khéi phat mién dich dién ra
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cang som cang tbt tir 2 tudn (PCV2) dén 4 tuan (M.hyo) sau khi ching ngira va kéo dai
it nhat 1a 21 (M.hyo) dén 22 (PCV2) tuin. Diéu ndy da ching td réng tai lugng virut
PCV2 trong co quan lympho va phdi giam dang ké va ton thuong phdi dic trung do
M.hyo giam dang ké. Do d6, viéc ching nglra mot 1an cho ddng vat luc 3 tudn tudi co
thé bao vé lon dang vO béo khéang lai viée nhiém PCV2 va M.hyo trong giai doan vd

béo.

Cac két qua quan sét trong céc thir nghiém thir thach dwoc khang dinhAtrong thur
nghiém hiéu lyc trén thuc dia: gidm manh su tdn thuong phdi gy ra béi M.hyo va tai
lwong virut PCV2 dugc gidm manh. Thir nghiém hiéu lyc trén thuc dia da thé hién
rang viéc chiing nglra béng Porcilis® PCV M Hyo khong chi lam giam mc tai lugng
virut trong huyét thanh ctia lon ma con rit ngin thoi gian virut dugc bai tiét ra qua
dudng mii va phan sau khi 14y nhiém. Viéc nhiém PCV2 gdp phai trong thur nghiém
trén thuc dia cha yéu 13 cén 1am sang, nhtrng cling quan sat thdy trong dan c6 'hién

twong ho 1a d4u hidu ctia viéc nhiém M.hyo.

Léap profin huyét thanh va virut hoc ctia dong vat trong thtr nghiém hi¢u luc trén
thuc dia cho biét ring viéc nhidm PCV2 dugc bt diu & khoing 8 wpv va ting 56
lugng dong vat dap ing huyét thanh M.hyo trong khoang tir 12 dén 16 wpv. Xét rang
viéc chuyén hoa huyét thanh khéng M.hyo thong thuong dién ra khoéang 3-4 tudn sau
khi nhi®m, profin huyét thanh 1a du hiéu viéc cho viéc nhiém M.hyo ¢ khodng thoi
gian xung quanh thoi didm dat dinh nhiém PCV2 (12-16 wpv, tuong Gng v6i 15 dén
19 tudn tudi). Trong trudong hop nhiém ca PCV2 1an M.hyo, thi PCV2 thé hién 13 né c6
kha ning lam cho dong vét bi tén thwong do M.hyo & mirc dd nghiém trong va M.hyo
thé hién 1a n6 c6 kha nang lam cho dong vat nhidm virut huyét PCV2 & mic do
nghiém trong. Va viéc chung ngura chi khang mdt trong hai mam bénh kh@ng du dé
bao vé dong vét khéi viéc 1ay nhidm kép voi ca hai mam bénh. Vi thé, viéc 1y nhiém
ddng thoi d6i v6i nang suét ctia dong vat thuong co tac dong manh mé& hon so voi viéc
chi nhidm mot trong hai mam bénh nay. Uu didm cua vacxin két hgp PCV2-M.hyo,
bao vé khang lai tdc dung hiép ddng gy bénh nay, dwgc phan anh trong thi nghiém
trén thuc dia qua ADWG trong giai doan vd béo gia tri cao hon 34g (khoang thoi gian
tir 10 dén 22 tudn tudi).

5.4, Két luan:
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Do an toan:

- Viéc ching ngira 1am ting nhiét do vira phai vao ngay ching ngua va
xuét hién phan tng toan than va cuc bd v6i mirc do nhe ¢ ty 1€ % thap lon dugc ching
ngua.

- Phan tng cuc bo quan sat duge & muc dd nhd (t6i da 2 cm) va trong thoi

gian rit ngén (tbi da 1 ngay).
Hiéu luc:

- Céc thir nghiém thtr thach trong thoi gian ngén (khoi phét mién dich) va
thori gian dai (khoang thdi gian midn dich) véi cic mdm bénh cu thé, vacxin két hop
PCV2/M.hyo da lam gidm dang ké tai luong PCV?2 trong huyét thanh, md lympho va
phdi, cling nhu t6n thuong phdi gy ra bdi M.hyo.

- Trong thir nghiém trén thuc dia véi dbi chimg gia duge & trang trai noi

xuét hién ca PCV2 va M.hyo, viéc chiing ngtra cho lgn con lic 3 tuan tudi da lam giam

nhiém virut huyét va lan tran PCV2, va diém s ton thuong phdi giam lac giét thit.

Tuong tw, tic dung tich cuc do viéc ching ngira 1én murc ting can trung

binh hing ngay (+ 34 g/ngdy) trong giai doan v0 béo

5.5. Bang:

Bang 2: Phan tich d§ an toan ctia vacxin két hop PCV2/M.hyo

Vacxin Dbi ching | Gid tri p
Nghién clru Sb luong lon (n) 12 12
dd tan toan | Lon c6 phan ing cuc bd (%) 0 0 1,000
GLP Lon c¢6 phan ung cuc bd cd thé '
nhin thdy dwoc khi dénh gia sat
chung luc md xac 0 0 1,000
Lon ¢6 phéan tng toan than (%) 0 0 1,000
Nhiét do truc trang lic 4 gio sau [ 40,5+0,4 |39,4+0,2 <0,001
khi ching ngtra (°C)
Nghién ctru | S8 lugng lon (n) 84 85
d6 an toan | Lon c6 phan ung cuc bd (%) 13,1 3,5 0,0276
tréen  thuc | Lon c6 phan tng toan than (%) 6,0 4,7 0,7464
dia Nhiét do truc trang luc 4 gid sau
khi chung ngtra (°C) 40,6 £0,6 |39,5+0,4 | <0,0001
Tang cén trung binh hang ngay
(g/ngay) trong thoi gian quan sat
(3-6 tudn tudi) 245 + 8 248 +8 |0,7053
Nghién ctru | S8 lugng lon (n) 302 303
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dd an toan | Lon c¢6 phan ing cuc bd (%) 1,3 0,7 0,4504
va hiéu luc | Lon ¢6 phan tng toan théan (%) 2,6 0,7 0,0630
trén  thuc | Ting cln trung binh hang ngay
dia (g/ngay) trong thoi gian quan sat

(3-10 tudn tudi) 360 + 4 369+5 |0,0839

Bang 3: S6 liéu md ta dong vat thir nghi¢m va néng suét ctiia ching trong thr nghiém

hiéu luc trén thyc dia v6i vacxin két hop PCV2/M.hyo.

Tudi Vacxin Pbi chimg | Su chénh | Giadtrip
(tudn) léch!

S6 luong lon (n) Bao gdm | 302 303

S6 luong duc/cdi | thir 155/147 | 160/143

(n) nghiém 17,9 17,9

Tudi (ngdy)

Ty 1& mic bénh |3-22 2,6 3,3 -0,7 0,6373

(%)

Ty 18 chét (%) 3-10 1,3 1,3 0,0 0,9960
10-22 2,7 3,7 -1,0 0,4890
3-22 3,6 5,0 -1,4 0,5563

ADWG (g/ngay) | 3-10 360+4 |369+4 -9 10,0839
10-22 7577 | 723£7 +34 <0,0001
3-22 612+5 |593£5 +19 0,0019

I Nhém vacxin trir nhém ddi chimg
6. Anh huong cta didu kién phan Gng 1én su gin két clia khang nguyén M.hyo véi chat
phu trg nhom-hydroxit
6.1. Gidi thiéu

Trong thtr nghiém bb sung, cac didu kién dé khang nguyén M.hyo lién két voi
chét phu trg nhom-hydroxit dugc thay dbi dé nghién ctru sy anh hudng cta ching Ién
hiéu qua cua viéc tao thanh phirc hop khang nguyeén/ chét phu tro.

Su anh hudng cu thé ctia nhiét do, d6 pH va lugng nhom-hydroxit 1én kha nang
lien két khéng nguyén Mhyo dugc danh gia bing cach chuan bi nhiéu ché phim
vacxin ddu/nuéc hoan chinh, & quy mo nho. Tiép theo, lugng khang nguyén M.hyo
tuong d6i dugc lién két trong phtcc hgp khang nguyén/chét phu trg dugc xéc dinh,
trong ca nhil twong vacxin hoan chinh, va trong cac mAu vién tron hodc dich ndi sau
khi ly tAm nhii twong vacxin.

6.2. Vat liéu va phuong phap

6.2.1 San xuit vacxin nhil tuong
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Diéu ché cac ché phdm vacxin khac nhau vé co ban nhu d3 mé ta trong vi du 3.
Tu cic mé tiéu chudn cua khang nguyén M.hyo hodc khang nguyén PCV2, khang
nguyén M.hyo dugc bd sung vao ndng do 6% (khéi lwong/thé tich) va khang nguyén
PCV2 duoc bd sung vao ndng do cubi cung 1a 2500 U/ml. 20 ml nhil twong vacxin
dugc san xuit trong cic diéu kién khac nhau, xem béang 4. Sau khi bao ché, tit ca

vacxin duoc luu gitt & nhiét do tir 2-8°C cho dén khi thir nghiém.

Bang 4: Su thay doi cac thong so doi v6i cac vacxin khac nhau

) ) ) Luong nhom-
SO | Nhiét do trong khi hap phu pH trong khi hap phu | hydroxit (kho1
lugng/khoi lugng)
é Zt}gt dd moi trudng (20- 25 °C) khong didu chinh
3 |30°C (pH7.0-7.3) 9,8 %
4 6,0
> nhiét d moi trudng 8.0
0 khong diéu chinh AL
7 5  [25%
6.2.2 Pidu ché miu

10ml vacxin dugc ly tAm & gid tri g thap (20 phut & 600 xg), va dich ndi (8,5
ml) dugc loai bo. Tu mau sb 7, chi ¢6 7,5 ml dich ndi ¢6 thé duoc loai bd do san phém
ly tim dang vién co6 kich thuéc 16n hon do luong nhdm-hydroxit 16n. Vién tron dugc
bd sung va dugc ddng nhét hoa voi thé tich nudc mudi sinh 1y 0,9%, ma co thé tich
bang v6i thé tich cua dich ndi da duoc loai bd, co thé so sanh véi céac thé tich ‘vién

tron’ va dich ndi tuong duong.
6.2.3. Pinh lugng khéang nguyén M.hyo

Luong khang nguyén M.hyo trong méau thir nghiém cé thé dugc do bang
phuong phép Elisa chuén, dbi véi ca dich ndi 1an cac mau vién tron. Tinh lugng khang
nguyén tir phép do OD dugc thuc hién bing chuong trinh may tinh. Mdi mau dugc thi
nghiém hai 1an va vacxin, vién tron va dich ndi ctia hdn hop cu thé dugc thir nghiém
ddng thoi trén mot dia vi chuén. Két qua dugc thé hién trong bang 5 la gia tri trung
binh cua mdi miu duge thuc hién hai 1an giéng nhau. Gia tri don vi cong hi€u tuwong
dbi (RPU) ctia vién tron va dich ndi duge tinh so voi luong khéhg nguyén M.hyo trong

nhil trong vacxin hoan chinh twong ng cua chung, dugc dat 1a 100%.
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6.3. Két qua

Ly tAm cac mau dugc thyuc hién & gia tri g thip; viéc ly tAm 1a da dé tao ra cac
vién nhom-hydroxit, ma khong cén tao vién khang nguyén M.hyo doc lap véi viée lién
két chia nd v6i chat phu trg. Tuong tu, & cac gia tri g thp, dich ndi van bao gdm nhii

twong dau trong nudc.

Pé khing dinh rang viéc ly tAm khong tic dong quéa manh, mau dbi ching duge
didu ché bang cach truc tiép tron khang nguyén M.hyo va khang nguyén PCV2 v6i
nhil trong dau/nuéc Emunade trbng, sau d6 bing cach ly tm ngay 14p tirc & cling gia
tri g thdp. Két qua clia cac mAu dbi chimg nay ching to ring trong cac didu kién nay
khang nguyén M.hyo nguyén trang khong bi két taa dén mirc do dang ké: 13% khéng
nguyén M.hyo dugc phat hién trong vién tron nay, chi 14 mdt phan thé tich cta vién

tron trong tong thé tich vacxin dugc thir nghiém (1,5ml trong 10ml).

Ngoai tru cac mau c6 dd 1éch vé gia tri o pH hodc nhiét do 0, cac mau khéc co
d6 pH ndm trong khoang tir 6,8 dén 7,3, va nhigt do méi trudng tai thoi diém thir
nghiém la 22°C.

Céc didu kién chudn 1a: & O/N, & nhiét @d moi truong, & do pH tir 6,5 dén 7.5,

va chit phi trg nhom-hydroxit véi luong 9,8 % khéi lugng/khdi lugng.

Ty 18 % RPU cua khang nguyén M.hyo dugc do trong vién va dich ndi ctia cac
mau khac nhau dugc mod ta trong bang 5. Quan sat thdy rang nhiét do va do pH khong
anh hudng dang ké 1én viéc khang nguyén M.hyo lién két v6i chat phu tro nhom-
hydroxit. Lugng khang nguyén M.hyo tuong dbi duoc phét hién trong pha nhom-

hydroxit nam trong khoang tir 74% dén 82 % trong cac diéu kién nay.

Tuy nhién, lugng nhdm-hydroxit trong nhil tuong ¢ tac dong dang ké: 1am
giam tu 9,8 dén 5% khéi luong/khdi lugng, hau nhu giam mot nira lugng tuong dbi
khang nguyén M.hyo trong vién (48 %), dbng thoi lam ting lwong nhom-hydroxit dén
25% da thé hién khang nguyén M.hyo hiu nhu lién két hoan toan (96%).

Bang 5: Ty 1€ % tuong dbi ctia khang nguyén M.hyo c6 mat trong vién tron va dich

nodi

Khing nguyén M.hyo trong
RPU/ml trung binh, 1a gid %
trong vacxin tuong ing
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S Didu kién Giatri |vién tron Dich ndi
1 Chuén 74% 26%
2 nhiét do 1 @ 4°C 81% 19%
3 hép phu 30°C 82% 18%
4 Gia tri pH @ pH=6 [80% 20%
5 hép phu pH=8 |75% 25%
6 5% 48% 52%

lugng nhom-hydroxit
7 25% 96% 4%
boi Tron truc tiép & ly tAm 13% 87%
chiing T

6.4. Két luan

Khong c6 su khac biét dang ké v& viéc lién két cia khang nguyén M.hyo v6i
nhoém-hydroxit khi thay ddi diéu kién nhiét do va do pH trong qué trinh lién két. Viéc

thay d6i luong nhom-hydroxit lam anh huéng dén hiéu qua lién két.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh san xuét ché phdm khang nguyén cho vacxin két hop san sang dé dung
cho lgn, trong dé ché phidm khang nguyén chia khing nguyén Mycoplasma
hyopneumonie (M.hyo) va khang nguyén circovirut typ 2 trén lon (PCV2), trong do
quy trinh nay bao gdbm budc tron khang nguyén PCV2 véi phic hop khang
nguyén/chét phi trg d duge tao trude cia khang nguyén M.hyo duge hép phu 1én chit
phﬁtnynhénbhydundtdétaorah6nlunpkhéngnguyén:

trong d6 phic hop khang nguyén/chét phu trg dd duoc tao trude thu duge boi
cac budc:

a) tron chit phu trg nhém-hydroxit va khéang nguyén M.hyo, trong chit mang
chtra nugc & d6 pH ma tai do chét phti trg nhom-hydroxit tich di¢n duong dé tao thanh
hdn hop; va

b) G hdn hop nay dé khang nguyén M.hyo dugc hép phu 1én chét phil trg nhom-
hydroxit dé tao ra phirc hgp khang nguyén/chét phu trg.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 khang nguyén M.hyo 1a vi khudn M.hyo.

3. Quy trinh san xuét vacxin bao gdbm budc tron ché pham khang nguyén theo diém 1,
Véchétphutnybésung.

4. Quy trinh san xuét vacxin, bao gdbm budc nhil hoa ché pham khang nguyén theo
didm 1, va ddu khoang, vao nhil turong nudc trong dau.

5. Quy trinh theo diém 1, trong d6 khang nguyén PCV2 dugc ma hoa boi trinh ty ma
hoa PCV2 ORF2.

6. Quy trinh theo didm 5, trong d6 khang nguyén PCV2 ORF?2 1a hat gidng virut.

7. Quy trinh theo diém 2, trong d6 khang nguyén PCV2 dugc mé hoa boi trinh ty ma
hoa PCV2 ORF2.

8. Quy trinh theo diém 1, trong do6 chat mang chra nudc 1a dung dich mubi duogc lam
can bang.

9. Quy trinh theo diém 8, trong d6 do pH cua chit mang chira nudc 1a ndm trong
khoéng tir 6 dén 8.

10. Quy trinh theo didm 1, trong d6 hon hop nay vé co ban 1a khong c6 cac thanh phén
khac.

11. Quy trinh theo didm 1, trong d6 bude u nay dugc thuc hién trong khoang thoi gian

tir 10 dén 20 gir & nhiét do phong.
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12. Quy trinh theo diém 11, trong d6 budc G nay bao gdm budc khudy tron nhe hdn
hop nay.

13. Ché pham khang nguyén thu duoc bang quy trinh theo diém 1.

14. Ché phdm khéng nguyén theo diém 13, khac biét & chd, it nhét 50% khang nguyén
M.hyo dugc nam trong phirc hop khéng nguyén/cht phu tro.

15. Ché phim khéng nguyén theo diém 14, khac biét & chd, it nhét 50% kha ning lién
két protein cia chit phi trg nhdm-hydroxit dugc sir dung boi khang nguyén M.hyo.

16. Vacxin sin sang dé dung cho lon dung dé ngan ngira hodc lam thuyén giam bénh
do nhim M.hyo hodc PCV2 va céc triéu chting lién quan cia bénh, vacxin nay chira
ché phim khéng nguyén thu duoc bang quy trinh theo diém 1, va chat phi tro b6 sung.
17. Vacxin theo diém 16, khac biét & chd, vacxin ndy la nhil tuong dau trong nude va
chét phu trg bd sung 12 dau khodng.

18. Vacxin theo diém 16, khac biét & chd, vacxin ndy con chira nguyén li€u khang
nguyén bd sung c6 ngudn gde tir vi sinh vat gdy bénh cho lon.

19. Ché pham khang nguyén thu dugc bang quy trinh theo didm 1 dé stir dung trong
vacxin cho lon dé ngan ngira hodc lam thuyén giam céc bénh do nhiém M.hyo hodc

PCV?2 va céc triéu chirg lién quan cia bénh. -
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Fig. 4
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