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(57) Sang ché d& cap dén linh vyuc chin doan trong thi y, cu thé 1a xét nghiém dé phat hién
khang thé khang CSFV. Cu the 1a, sang ché dé cap dén phuong phap phat hién khang the
khang CSFV kiéu dai trong mau xét nghiém, khéac biét & chd phuong phap nay bao gom
budc 0 dong thdi véi chat mang chira epitop TAVSPTTLR d6t bién cua protein CSFV E2.
Ngoai ra, sang ché dé cap dén kit xét nghiém chan doan, va st dung phuong phap theo
sang ché. Ngoai ra, sang ché ciing dé cap dén phuong phap phan biét giita dong vat bi
nhiém CSEV kiéu dai va dong vat da dugc chung ngua khang CSFV béng vacxin (danh
dau) CSFV, va phuong phéap kiém soat bénh nhiém CSFV kiéu dai trong quan thé dong vat
1a lon, bang cach str dung két hop vacxin CSFV (danh dau) va kit xét nghiém chan doan
theo sang ché.
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Linh vire ky thuat dwge dé cap

Sang ché @& cap dén linh vurc chn doan trong thi y, cu thé 1a xét nghiém dé phat
hién khang thé khang CSFV. Cu thé 13, sang ché dé cép dén phuong phép phat hién
khéng thé khang CSFV kiéu dai trong miu xét nghiém. Ngoai ra, sdng ché dé cap dén
b kit xét nghiém chén doéan, va viéc sir dung phuong phép phat hién khang thé khang
CSFV kiéu dai. Ngoai ra sang ché dé cép dén phuwong phap phén biét gitta dong vt bi
nhi®m CSFV kiéu dai va dong vét da dugc tiém ching khang CSFV bing vacxin CSFV,

va phwong phap kiém soat bénh nhiém CSFV kiéu dai trong quin thé dong vat 12 lon.

Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Céc xét nghiém khac nhau d duoc biét di véi viéc chdn doan huyét thanh bénh
nhim vi sinh vat, d& xdc dinh ngudi hodc dong vat duong tinh hay 4m tinh véi vi sinh
vat hodc khang thé khang vi sinh vat nay. Thong thuong, cac xét nghiém nay bao gdm
cac k¥ thuét dé phat hién phtrc hop mién dich c6 thé da duoc tao thanh, st dung khang
thé xac dinh dé tao ra tinh dic hiéu. Thong thudng, xét nghiém ndy ciing s& c6 bude
khuéch dai cudng do tin hidu, va mdt hodc nhidu budc dé rira troi thanh phan khong lién
Kkét, khong déc hi¢u hodc khong mong mubn. Viéc phét hién phirc hop mién dich c6 thé
theo nhiu cach khac nhau nhu bang phwong phép quang hoc théng qua viéc phat hién
su thay dbi mau, hién twong phat huynh quang, hoic thay d6i vé c& hat, hoic theo cach
khiac, thong qua viéc phat hién khadng nguyén hodc khang thé da dugc danh du phéng
xa trong phtrc hgp mién dich. Twong tw, dang vat ly cia xét nghiém nay c6 thé thay ddi
nhiéu va, vi du, co thé sir dung dia vi phiém, mang, que tham, chip cdm bién sinh hoc,
chit nén dang gel, hoic dung dich chita (vi) hat mang nhu nhya mu, kim loai, hodc
polystyren, v.v..

Viéc lya chon thiét lap cu thé caa xét nghiém nay thuong dugce xac dinh theo loai
mAu dAu vao, d6 nhay xét nghiém mong mudn (xac dinh chinh x4c mau dwong tinh), va
tinh dic hiéu (phan biét chinh x4c giita miu duong tinh that va am tinh thit); cac tinh
chét nay phu thudc vao cudng d6 va thoi gian dap g mién dich, hodc sy c6 mit cia vi

sinh vAt. Ngoai ra, cac yéu cau vé khia canh kinh té ciia xét nghiém nhu kha ning é4p
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dung ctia né trén quy mo 16n va chi phi ctia n6 ¢6 thé c¢6 tinh quyét dinh déi voi viée lva
chon dang xét nghiém cu thé.

Céac xét nghiém chin doan da dugc biét r5 1a: thir nghiém mién dich phéng xa,
khuéch tan mién dich, huynh quang mién dich, két tia mién dich, sw ngung két, tan mau,
trung hoa, va “thir nghi€ém hép thy mién dich lién két enzym” hodc ELISA. Dic biét db6i
vé6i viée xét nghiém quy mo 16n, viée tu dong héa xir Iy dich, doc va xir Iy két qua, hoic
c4 hai, c6 thé 13 bit budc. Didu nay ciing c6 thé doi hoi thay thé dang thir nghiém truyén
théng bing dang thir nghiém nhé gon hon va hién dai hon nhu trong AlphalLISA™
(Perkin Elmer).

Cac xét nghiém chin doan dugc st dung nhiéu 12 thir nghiém mién dich enzym,
nhu ELISA. Céc thir nghiém nay c6 thé d& dang mé rong quy mo, va c6 thé rat nhay.
Uu diém khac 1 khoang dong hoc cta cac két qua ciia n6 vi cic mau c6 thé duge xét
nghiém trong khoang pha loang. Céc két qua duoc thé hién bang don vi hip thu tuy ¥,
thudong nim trong khoang tir 0,1 dén 2,5 don vi mat 6 quang (optical density - OD),
phu thudc vao cac tinh chét va cac thong sb cai dit cho thiét bi k¥ thut duogc dung dé
doc két qua. Thong thudng, cac mau dbi ching dwong tinh va 4m tinh thich hop duoc
bao gbm, va miu thudng xuyén nhit dugc xét nghiém nhiéu 1dn. Viéc chuén héa dat
duogc bing cach dua vao (khoéng pha lodng ciia) mAu tham chiéu x4c dinh, mAu nay cho
phép so sanh diém sé nhét dinh vai cac gia tri da cai dat truée dé nhim x4c dinh duong
tinh hodc 4m tinh, va cho phép lién hé voi y nghia sinh hoc, vi du: lugng khang nguyén
v6i hi€u luc, hodc lugng khang thé voi mire bao vé mién dich

Nhidu bién thé cta thir nghiém ELISA di dwgc biét, nhung thuong st dung
phuong phép ¢é dinh khang nguyén hoic khang thé vao pha rin, vi du giéng cua dia vi
phiém. Khi khang thé dugc cb dinh, thir nghiém nay dugc goi 1a ELISA ‘bét giit’ hogic
‘banh kep’. Sau d6, miu xét nghiém dugc thém vao, cho phép phbi ttr (vi dy, khang
nguyén hoic khang thé can phét hién) lién két. Sau d6, phan tir phat hién (khang thé,
khéng nguyén, hodc thanh phén lién két khic) dugc thém vao, phén tir nay dugc lién
hop v6i chit danh déu, vi du véi enzym c6 thé gay ra phan tng tao mau, ma c6 thé doc
dwoc bing may quang phd. Cac loai chit danh déu khéac c6 thé sir dung hién twgng phét
quang, hién tuong phat huynh quang, hodc tinh phong xa. Viéc sir dung phén tir phat

hién da dugc danh ddu nhim myc dich khuéch dai cuong dd tin hidu dé lam ting dd
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nhay cuia xét nghiém, tuy nhién, né ciling c6 thé dua vao tin hiéu nén, lam giam ty 1€ tin
hiéu so véi nhiéu.

Trong mét bién thé cua quy trinh ELISA, tinh déc hi¢u cia thtr nghi€ém dugc cai
thién bang cach dua vao lién két canh tranh, trong treong hop nay thir nghiém dugc goi
12 “ELISA canh tranh’, “Gc ché’, ‘can thiép’, hodc ‘phong bé’. Trong thir nghiém nay,
thanh phan trong miu xét nghiém (khang thé hodc khang nguyén) s& canh tranh véi
khang thé/khang nguyén phat hién da dugc danh déu dé lién két voi phéan tir (khéng
nguyén hoic khang thé) da dugc c¢b dinh trén pha rin. Didu nay 1am giam tin hiéu mau
cuc dai, 1a mot cach rat nhay dé x4c dinh sy c6 mit hodc do néng d6 thanh phﬁn canh
tranh. Két qua c6 thé dugc thé hién duéi dang ty 1¢ phﬁn tram tc ché tin hiéu ELISA
cuc dai.

Do tinh linh hoat va d) nhay cua chung, nén ELISA thuong dugce st dung, vi du
trong dich t& hoc, chwong trinh kiém so4t bénh 14y nhiém, hoiic dé xac nhan hiéu qua
ctia chién dich chung ngira. Viéc str dung ELISA nay ciing mé rong sang linh vyrc chim
s6c stec khoe dong vat, vi du dé theo dai cac bién phép tiéu diét va kiém soat cac bénh
nhiém khuan thich hgp hon. Quan trong trong truong hop nay 13 mirc d9 nhay va dic
hiéu thich hop ctia xét nghiém chén doén, do sai s6t trong van dé nay c6 thé gay hau qua
nghiém trong theo mét trong hai kiéu: trudng hop dwong tinh gia ¢6 thé gy ra su cach
ly hodc chon loc dong vét khong cén thiét, va truong hop 4m tinh gia c6 thé gy ra su
lan tran mim bénh do van chuyén déng vat mang mim bénh khong bi phét hién qua
bién gidi. Mot vi du vé viée st dung ELISA nay la trong viéc kiém so4t bénh phai khai
béo OIE, nhu bénh ta lon ¢ dién (classical swine fever - CSF) & lon.

CSF, con dugc biét 1a bénh ta lon hodic bénh st lon, 13 bénh thudng géy tir vong
& lon, xuét hién trén toan thé gidi. N6 dugc gy ra béi virut gdy dich ta lon cb dién
(classical swine fever virus - CSFV), con duge biét 1a virut gay bénh ta lon, c6 mirc do
lay nhidm cao. Bénh nay gay ra nhiéu dau dén cho dong vat, va tén thit kinh té dang ké
db6i véi céac linh vuc phu thudc vao viée chin nudi lon thuong mai va cic san phém cua
ching.

CSFV thudc ho Flaviviridea, va chi Pestivirus. Cac virut Pestivirus khac da duogc
biét o 1a virut gy bénh bién gi6i (border disease virus - BDV), gdy nhiém cho ciru va
lon, va virut gdy bénh ti€u chay virut & bo (bovine viral diarrhoea virus - BVDV), giy

nhiém cho gia stc, clru va lon. Mitc bao vé chéo dang ké xuat hién giita cac virut ¢6 ho
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hang. Virion CSF tuong ddi nho va c6 vo boc, va chira bd gen virut ARN s¢i don, duong,
khoang 12,3 kb. B gen nay dugc dich ma thanh mgt polyprotein 16n chira khoang 4000
axit amin, ma duoc tu tich bing nhiéu protein virut phi cdu trac. Qua trinh nay tao ra
cac glycoprotein vo boc virut cdu tric chinh: Erns, E1 va E2. Pé xem lai vé& virut va
bénh clia nd, xem: Moennig (2000, Vet. Microbiol., vol. 73, trang 93).

Tiéu chuén vang dé phat hién khang thé khang CSFV 14 xét nghiém trung hoa
virut. Tuy nhién vi khé khin va vét v4, xét nghiém kiéu ELISA dugc sir dung dé sang
loc va phat hién nhanh, va nhiéu xét nghiém thwong mai 1a sén c6 dé phat hién khang
nguyén CSFV hogic khang thé CSFV. C4c xét nghiém ndy dugc danh gié trong Blome
et al. (2006, Rev. Sci. Tech. (Int. Off. Epiz.), vol. 25, trang 1025). Xét nghiém dbi véi
khang nguyén CSFV phat hién virut nguyén ven hodc cac protein (v6 boc) cua virut cu
thé, nhu Erns hodc E2. Twong ty, xét nghiém dbi véi khang thé CSFV phat hién khang
thé virut, E2 hodic Erns. Viéc phét hién khang thé & dong vat dich nhay hon so véi phat
hién khang nguyén hodc virut, do khang thé c6 mit & dong vat trong thdi gian dai hon,
tao ra cira sb thoi gian rong hon cho viéc phat hién. Ngoai ra, do phan tng chéo giira
cac virut Pestivirut, cic xét nghiém chin doan d6i véi CSFV dua trén sy phét hién khang
nguyén hoic khang thé -Erns 12 khong d4ng tin cdy & cac ving c6 ty 1€ hién hanh cia
BVD va/hoic BVDV cao. Do d6 trong tim hién nay ddi véi chan doan CSFV 13 dya
trén sy phat hién khang thé khang protein E2 ctia CSFV. Pé xem lai: Schroeder et al.
(2012, Rev. Sci. Tech. (Int. Off. Epiz.), vol. 31, trang 997).

Protein CSFV E2 (truéc diy dugce goi la glycoprotein E1, hodc gp51-54) duoc
ma hoa tir vi tri axit amin (aa) 690 cta polyprotein CSFV. Protein CSFV E2 thanh thyc
c6 d6 dai khoang 370 aa, d6 1a dd dai khong c6 trinh ty tin hi€u du cing N khoang 22
aa ma chdng 1én diu cing C cta E1, nhung bao gbm ving xuyén mang diu cing C
khodang 40 aa (Ganges et al., 2005, vaccine vol. 23, p. 3741). Trén E2, mién A trdi mién
dich ndm gifta cac vi tri axit amin 766 va 866 cua polyprotein (van Rijn et al., 1993. J.
of Gen. Virol., vol. 74, p. 2053). Bén trong mién d6, mot epitop té bao B mach thing da
dugc phat hién ra 1a 1am cho khang thé trung hoa virut: epitop TAVSPTTLR (SEQ ID
NO: 1). Epitop nay nam trong polyprotein CSFV & céc vi tri axit amin 829 - 837, tuong
(rng v&i aa 140-148 cua trinh ty aa E2, va dugc bao ton ot trong cac chung CSFV, nhung
khong phan ing chéo v6i khang thé BVDV hoic BVD (Lin et al., 2000, J. of Virol., vol.
74, p. 11619).
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Nhidu xét nghiém khang thé E2 thwong mai da duoc phat trién sir dung tinh dic
hiéu cua epitop ndy: PrioCHECK® CSFV Ab 2.0 (trudc day duoc dit tén 1a Ceditest®
CSFV 2.0) (déu 1a caa: Prions AG, Schlieren-Zurich, Thuy S§), va IDEXX CSFV Ab
Test® (IDEXX Europe B.V., Hoofddorp, Ha Lan). Céc xét nghiém nay 1a cic xét
nghiém ELISA canh tranh st dung protein CSFV E2 duoc c¢d dinh. Khi khang thé E2
bét ky c6 mat trong mAu xét nghiém, ching lién két véi CSFV E2 da dugce cb dinh, va
vi vay canh tranh v6i khang thé chi thi da danh dAu, 13 khang thé don dong dugc lién
hop enzym dic hiéu véi epitop TAVSPTTLR ciia CSFV E2 kiéu dai; khéng thé don
dong da danh ddu dugc ding 1am chi thi trong cac bd kit ndy dugc goi 1a V2 (Prionics)
hodc A18 (IDEXX), va c6 tinh dic hiéu gidng nhu khang thé don dong WH303 dugc
sit dung bdi Lin et al. (2000, néu trén).

Vacxin khang CSF 1a d3 biét va dang duoc sir dung thubhg xuyén ¢ cac nudc,
ma tai d6 CSFV 12 bénh dia phuong. Vi vacxin CSFV bét hoat 12 khong kha thi, tir nhiéu
ndm nay cac vacxin virut nhuge doc sdng da dugc st dung; vacxin hiéu qua nhét 13 dya
trén chung Trung Qudc hoic ching C. Vacxin nay da c6 hé so theo ddi dang tin cay tir
nhiéu ndm s dung, va ciing 1 vacxin nhugc doc sdng duy nhét dugc cip phép & Lién
minh chau Au, mic di chi 14 cho céc vacxin khin cép trong trudng hop bung phét dich
CSF. Chuong trinh kiém soat chinh phi d8i v6i CSF (vi dy, EU Council Directive
2001/89/EC) thudng duoc hd trg bdi hé thdng cac han ché thwong mai ciAm véan chuyén
lon ¢6 huyét thanh dwong tinh vé6i khang thé khang CSFV.,

Tuy nhién, mét sé nudc co thé thudng xuyén bi tdi nhiém tir nguén.CSFV tu
nhién & lon hoang da va lgn rimg. Do d6, d6i khi dich CSF van xay ra, va nhiéu con lon
— ¢4 bji nhiém va khong bi nhiém - déu bi loai bd. Didu nay giy ra nhiéu mbi quan tdm
v& dao dirc cling nhu chi phi déng ké. Ngoai ra, lgn dugc ching nglra khin cép co thé
khong dugc xuét khdu, do chung di c6 huyét thanh duong tinh. Diéu nay giy ra sy qui
dong & cac chudng va ton that thém vé kinh té.

Do d6, cac nd luc tip trung vao viéc phat trién vacxin ma cho phép “phan biét
huyét thanh cia dong vat bi nhiém véi dong vat da duge ching ngira” hogc: DIVA.
Nguyén tic co ban cia loai xét nghiém phan biét nay 13 viéc chung ngira dong vét dich
bang vacxin c6 chirc ning ‘d4nh diw’ duong tinh hodc 4m tinh c6 thé dugc phan biét vé
mat huyét thanh vé6i sy nhiém vi sinh vat kiéu dai & dong vat. Vi du, vacxin ddnh diu c6

thé thiéu mot hodc nhiéu khang nguyén c6 mit trong vi sinh vat kiéu dai. Sau d6 dich bi

-6-



32101

nhidm s& tr& nén duong tinh huyét thanh véi khéang nguyén d6 trong khi cac dong vat
chung ngira vin 4m tinh huyét thanh vé6i khang nguyén dé.

Mot nhém vacxin DIVA da dugc phét trién dé sir dung khang lai CSF dua trén
tiéu don vi virut nhu E2 va/hoic Erns. Tuy nhién céc vacxin ndy bdo vé kém hon, va c6
su khéi phat tinh mién dich chidm hon so véi vacxin virut nguyén ven.

Ngoai ra, trong phéc dd khong ching ngira va ddp dich CSFV, cach duy nhét
vacxin dénh ddu CSFV nay dugc cho phép trén thi trudng 13 két hop véi xét nghiém
chén doan di kém déng tin cy.

Trong nd luc két hgp vao mét vacxin tic dung bao vé manh va sém, ciing nhu
kha ning DIVA, vacxin CSFV nhugc doc séng ching C hién hanh duge bién ddi bang
céc k§ thuat ADN tai t6 hop boi Kortekaas et al. (2010, J. of Virol. (2010, J. of Virol.
Methods, vol. 163, p. 175), nh¢ d6 chiing tap trung vao epitop TAVSPTTLR trong mién
A ctia protein CSFV E2. Mot sb axit amin trong epitop nay dugc gy dot bién hozc duoc
loai bd, sau d6 virut CSFV dot bién duoc dua vao qua trinh tién héa virut cudng ép. Thu
dugce cac virut dot bién sbng duge c6 cac dot bién khac nhau cia epitop TAVSPTTLR.

Trong mdt loat vFIc-APT cua céc thé dot bién CSFV ching C ciia E2, mot thé
dot bién dugc chon dé tiép tuc nghién ciru, dugc dit tén: vFlc-APTal. Virut ndy c6 phién
ban dot bién cua epitop TAVSPTTLR ctia E2, bing c4ch thay thé mot, va 1am mét hai
axit amin, epitop tuong Ung véi epitop TAVSPTTLR gbc sau d6 tr& thanh:
TAGSTLRTE (SEQ ID NO: 2). Virut d6t bién nay thé hién kha ning séng tt, va gay
ra dap ung khang thé manh khang lai E2. Ngoai ra, khang thé tho khang E2 dot bién
khong con nhan biét E2 kiéu dai cta virut ching C bb me. Do d6 n6 duoc coi 13 tmg
vién Iy tuéng cho vacxin danh diu CSFV sdng hiru hiéu cho phép DIVA

Virut dot bién vFlc-APTal sau d6 dugc kiém tra vé hiéu qua vacxin trong dong
vat dich (Kortekaas et al., 2011, Vet. Microbiol., vol. 147, p. 11), tai d6 n6 da dugc phat
hién ra 12 tao ra mirc dd bao vé gin véi cia chiing me, va ngin ngira hidu qua sy thai
virut gdy nhiém. Tuy nhién, céc tic gia sang ché that vong khi thdy rang huyét thanh tir
lon duge chung ngira bang virut dot bién nay khong thé phan biét dwgc mot cach rd rang
v6i huyét thanh tir lgn dugc ching ngira béng virut ching C bd me. Piéu nay 1a do virut
dot bién E2 cam tmg & lon cac khang thé cho diém duong tinh gid cudng do trung gian
dén hoan toan trong E2 ELISA. Do d6 khéng thé dua ra thi trudng vacxin dénh du
DIVA méi, vi thiéu xét nghiém khang thé CSFV c6 kha niing phén biét dang tin ciy.
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Khi ¢6 ging khéc phuc cac diém duong tinh gia trong E2 ELISA trén mau huyét
thanh tir lon dugce ching ngira bﬁng vacxin danh ddu, Kortekaas va cong su (2011, néu
trén) da xem xét mot sé stra dbi dbi véi ELISA, nhu: bién dbi cac peptit duge st dung
bing céach st dung dy doan céu triic bic ba; st dung khang thé don dong m&i cho phép
phan biét t6t hon; thay dbi ELISA st dung céc khang thé phong bé khac nhau, do diéu
nay da chirng minh hiéu qua dbi véi céc thir nghiém khac (Holinka et al., 2009, Virology,
vol. 384, p. 106); va: thay ddi gia tri ngudng cho két qua doc duge, trong khi van giit
dugc do nhay chip nhan dugc. Tt ca cac phwong phép nay déu duge phét hién 13 khong
¢6 hiéu qua khéc phuc hién twong duong tinh gia.

Nhu duge chi ra, cac két qua cia Holinka va cong su (2009, néu trén) khong thé
hién c4c két qua duong tinh gia trong E2 ELISA tuong ty, khi xét nghiém huyét thanh
tir lon d& duge ching ngira bing yéu td danh déu CSF tai t6 hop khac. Tuy nhién céc
két qua cia ho khong thé duge xem 14 ¢6 y nghia: mot mit vi ho xét nghiém gop ma
khong phai tirng mau huyét thanh, va mit khac vi két qua doc ctia ho nim trong khoang
phat hién duéi cing (ndm trong khoang tir 0,100 dén 0,350 don vi OD; xem Holinka et
al., 2009, néu trén; Fig. 3A), tai d6 ty 1€ tin hi¢u so v&i nhiéu qua bt loi dé tao co s&
cho xét nghiém chén doan quy mo 16n déng tin ciy.

Vi du t6t hon 1a cong bd bsi Reimann va cong su (2010, Vet. Microbiol., vol.
142, p. 45), nhitng ngudi da tao ra vacxin CSF t4i td hop gibng cua Holinka et al., bing
cach thay thé epitop TAVSPTTLR tir CSFV E2 bing trinh ty twrong Gng tir BVDV E2.
Phit hop v6i cac két qua ctia Kortekaas va cong sy (2011, néu trén), Reimann va cong
su cling da phat hién ra cac khang thé phan umg chéo trong huyét thanh cta lon dugc
ching ngira bing virut E2 d6t bién clia chiing, lién két vé6i epitop E2 khong dugc bién
dbi. Vi vay ciing trong truong hop nay, diém duong tinh gia thu duoc, va xét nghiém
DIVA khong thé dwoc phat trién. Dé giai quyét vin @& nay, Reimann va cong su dé nghi
didu chinh thich hop céc gid tri nguong danh di véi d nhay, hoic bién dbi trinh ty
khung virut d6t bién dé 1am giam diém duong tinh gia.

Vi vay, cac dot bién khac nhau dbi vé6i epitop TAVSPTTLR d4 dugc phét hién
ra 12 gy ra cdc vin d& giéng nhau d6i v6i vacxin d4nh ddu CSFV dua trén epitop dot
bién nay: trong trudng hop vacxin CSFV dya trén virut vFle-APTal, cac dot bién dbi

véi epitop TAVSPTTLR lam thay d6i 6 trong s6 9 axit amin trong locut d6. Twong tu,
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vGi Reimann et al. (2010, néu trén), (2010, néu trén), thir nghiém 5 axit amin khac nhau
trong sb 9 axit amin & locut trong tng cta protein E2, vin dé nay ciing xay ra.

Do d6, vin d& v& didm dwong tinh gia & ELISA d6i voi khang thé CSFV E2 kiéu
dai trong huyét thanh thu dugc tir dong vét dugc chiing ngira bing vacxin (danh déu)
CSFV chira epitop TAVSPTTLR dot bién ctia protein CSFV E2, do d6 c6 ban chét
chung, va cho dén hom nay, vin chua duge khéc phuc. Trong d4nh gia gén ddy vé cac
ung vién vacxin CSF, Eblé va cdng su (2013, Vet. Microbiol., vol. 162, p. 437) xac nhén
tinh trang nay, d6i v6i CSFV, su két hop t6i vu ciia vacxin CSFV va xét nghiém DIVA

twong Gng van chua sén co.

Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Do d6 muc tiéu cia sang ché 13 khic phuc cac nhuge diém cia giai phap da biét,
va dap tmg nhu cu trong linh vuc bang cach 1am giam céc két qua duong tinh gia trong
c4c xét nghiém chén doén d6i véi khang thé khang CSFV kiéu dai, khi thir nghiém céc
mAu tir dong vat d3 dugc ching ngira bang vacxin CSFV c6 dot bién trong epitop
TAVSPTTLR cua CSFV E2.

Bét ng¢ phat hién ra 12 muc ti€u nay c6 thé dat duoc, va do d6 co thé khéc phuc
cac nhuge didm cua giai phap da biét, bang xét nghiém chin doan dugc cai tién cho
khéng thé CSFV kidu dai, ma cho phép DIVA. Su cai tién nay lién quan dén bién déi
bu6c U trong xét nghiém chin doan dbi véi khéng thé CSFV E2 kiéu dai, trong d6 miu
xét nghiém dwoc @ voi chit mang da dugc ¢b dinh chira epitop TAVSPTTLR ctia CSFV
E2, va bay gid bao gdbm i ddng thdi v6i chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién
ctia CSFV E2. Bién ddi nay duoc phét hién ra.1a Iam gidm hoan toan céc két qua duong
tinh gia, chi bang mot bién ddi gidi han véi quy trinh ciia xét nghiém chén doan hién
nay dbi voi khang thé CSFV E2.

Phuong phap chin doan dugc bién dbi nay co nhiéu hiéu qua c6 loi: hiéu qua
chinh 12 bién ddi nay co6 thé duoc két hop toan bd vao quy trinh xét nghiém hién nay.
Do d6, budc G bd sung 12 khong can thiét, va phuwong phép xét nghiém dugc céi tién nay
khong can nhiu thoi gian hon so véi trude ddy. Py 1a wu diém dang ké khi xem xét s6
lwong rat 16n miu xét nghiém tiém ning c6 thé cin dwgc xét nghiém trong thoi gian

ngén, vi du, khi ¢6 dich CSF bung phéat trong mdt khu vuc.
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Ngoai ra hién khong con cin tao ra cac thay d6i manh mé ddi véi vacxin CSFV
tuong tmg hoic dbi v6i xét nghiém chin doan gbc. Nguoce lai, hién c6 thé sir dung thiét
1ap co ban cia CSFV E2 ELISA hién nay dé phat hién khang thé CSFV E2 kiéu dai
trong cac mau tlr dong vat dugc chiing ngira bang vacxin CSFV. Diéu nay cho phép dua
vao cdc xét nghiém chén doan CSFV da duogc thiét 1ap vé6i do tin cdy da dugce ching
minh cta chiing, va cac hd so vé tinh dic higu va do nhay da dugc xdy dung t6t.

Véi bién ddi nay, xét nghiém chdn doan CSFV hién nay c6 thé dugc dung dé
phan biét hiéu qua gitta dong vat bi nhiém va dugc chiing ngira, va vi vy sang ché dé
xuit xét nghiém chéan doan dugc cai tién cho CSFV kiéu dai, cho phép sang loc DIVA,
va ¢ thé duoc ding 1am chin doan di kém cho vacxin (danh déu) CSFV, dé kiém soat
su xuét hién CSFV trong quén thé dong vat dé bi nhiém bénh.

Budc quan trong ddi véi cac hidu qua co lgi nay 1a viéc xac dinh béi tac gid sang
ché vé& nguyén nhan thit bai trong viéc phéan biét gilta duge ching nglra khang CSFV
v6i bi nhiém CSFV kiéu dai, hodc vacxin chiing C.

Nguyén nhin nay dd dugc phat hién ra la vacxin (danh diu) CSFV chira E2 ¢6
epitop TAVSPTTLR dot bién, cam tmg céc khang thé ma c6 thé lién két dic hiu khong
chi véi epitop E2 d6t bién ciia vacxin, ma con lién két— va voi 4i luc cao twong duong —
v6i epitop TAVSPTTLR khong dugc bién dbi ciia E2 & CSFV kiéu dai, va & vacxin
ching C. Piéu nay gy ra diém dwong tinh gia khi xét nghiém céc miu huyét thanh ctia
dong vat duge chung ngira vé tinh trang nhiém CSFV kiéu dai. Ngugc lai, cac khang
thé sinh ra do nhim CSFV kidu dai, hodc chiing ngira bing vacxin ching C, hoic khang
thé don dong khéang epitop TAVSPTTLR E2 kidu dai (vi du: V2 (Prionics), A18
(IDEXX), hodc WH303 (Lin et al., 2000, néu trén)) duoc phat hién ra 1a khdng c6 ai luc
dang k& d6i véi protein E2 c6 epitop TAVSPTTLR dot bién ctia vacxin CSFV. B¢ 1a ly
do tai sao viéc G ddng thoi véi chit mang chita epitop TAVSPTTLR cua protein CSFV
E2 kidu dai da khong giai quyét duoc vén @& v& diém duong tinh gia déi véi vacxin c6
epitop TAVSPTTLR dot bién.

Hién nay van chua biét tai sao hién tuong nay xay ra va xay ra nhu thé nao. Tuy
nhién, khéng bi rang budc vao ly thuyét hoic md hinh bét ky giai thich cac quan sét ndy,
tac gia sang ché suy doan 13 c6 anh hudng cua dang ba chiéu cua epitop TAVSPTTLR
ctia CSFV E2; dang 3D nay bj thay dbi khi gay dot bién trinh ty axit amin mach thing

ctia n6. Diéu ndy cam ung céc khang thé khang epitop E2 dot bién, cac khang thé nay
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15 rang van c6 thé lién két dic hiéu vai epitop TAVSPTTLR kiéu dai cia CSFV E2.
Céc khang thé nay c6 phan ting chéo trong xét nghiém chén doan dya trén protein CSFV
E2 kiéu dai, gdy ra diém duong tinh gia dic biét cao.

Xem xét nguyén nhan cia vin dé diém xét nghiém duong tinh gia, tic gia sang
ché da tim thiy mot cach thirc bat ngd dé giai quyét van d& nay, va c6 thé dua giai phap
vao mot budc cua quy trinh cia xét nghiém chin doan E2 d3 dugc thiét 1ap: budc i mau
xét nghiém v&i chit mang di duge c¢b dinh chira epitop TAVSPTTLR ctia protein CSFV
E2, va ngoai ra: 0 ddng thdi v6i chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién cia
protein CSFV E2. Viéc nay da giai quyét dugc van dé vé diém duong tinh gia.

Viéc bién ddi phwong phap chin doan c¢6 thé dudi hinh thirc G ddng thoi 1a bat
ngo, vi quy trinh nay thuong duge cho 1a pha v sy li€n két dtng va hoan toan cia khang
thé CSFV E2 trong mau xét nghiém véi chit mang dugc gitt ¢ dinh chira epitop
TAVSPTTLR cua CSFV E2, va do d6 thuong khdng dugc xem xét bdi ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh virc.

Do d6 theo khia canh thir nhét, sang ché @& cép dén phuong phap phat hién khang
thé khéang virut giy dich ta lon c¢b dién (classical swine fever virus - CSFV) kidu dai
trong miu xét nghiém, theo d6 miu nay cling c6 thé chira khang thé khang epitop
TAVSPTTLR d6t bién ciia CSFV E2, phuong phéap nay bao gdm budc & mau xét nghiém
ndy v6i chit mang da dugc ¢b dinh chira epitop TAVSPTTLR cua CSFV E2, khéc biét
& chd phuong phap ndy bao gbm viéc 1 ddng thoi trong bude nay véi chit mang chira

epitop TAVSPTTLR dét bién ctia CSFV E2.

M0 ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1:

Cac két qua phan tich bing cach ELISA phong bé déi v6i khang thé CSFV E2
trong cic miu duge mo ta béi Kortekaas et al., 2011 (néu trén): duge so sanh la cac
phén tich bing xét nghiém thwong mai tiéu chudn, va phan tich bang phwong phép theo
sang ché.

Puodng nét dut biéu dién cac két qua tir cdc mau cua lgn duge ching ngira béang
vacxin CSFV ching C, cac mAu ‘CS’; dudng nét lién biéu dién céc két qua tir cdc miu
cua lon dugc ching ngura bing vacxin dénh dAu dya trén virut vFlc-APTal, cdc miu

‘VS°.
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Thanh mau x4m ndm ngang thé hién s6 diém ngudng trong cic xét nghiém khac
nhau, d8 giai thich cdc mAu 1a duong tinh, nghi ngd, hogc 4m tinh véi khang thé CSFV
E2 kiéu dai.

Fig. 1A: Cac két qua so sanh: 13 su sao chép Fig. 4A tir Kortekaas et al., 2011
(néu trén). E2 ELISA dugc dung 12 PrioCHECK® CSFV Ab 2.0 (Prionics).

Fig. 1B: Céc két qua xét nghiém lai ciia cic mau tir Kortekaas et al., 2011 (néu
trén), stt dung E2 ELISA thuong mai khac, IDEXX CSFV Ab Test® (IDEXX).

Fig. 1C: Céc két qua xét nghiém lai clia cdc mau tr Kortekaas et al., 2011 (néu
trén) st dung phuong phéap phat hién theo sang ché: viéc u ddng thoi duoc dwa vao mot
buéc ciia IDEXX CSFV Ab Test.

Fig. 2:

Céc két qua tir phan tich khang thé CSFV trén 400 mAu hién trudng 4m tinh. Xét
nghiém dugc tién hanh theo quy trinh véi IDEXX CSFV Ab Test® (IDEXX), véi bién
d6i 12 & déng thoi trong phuong phép theo séang ché. Cac két qua dugc thé hién bang gia
tri trung binh cia ty 1€ phén tram trc ché ELISA dugc phét hién trén mdi dia vi phiém,
v6i két qua cho tit ca cac miu dugc két hop, va mot két qua cho tit ca céc dia da két
hop. Céc trj sb cao nhat va thip nhét dwgc bidu thj bing hinh kim cuong den, dugc ndi
bang thanh mau den, va gia tri trung binh bang hinh kim cuong mau ghi.

Fig. 3:

Céc két qua phan tich ctia hon 400 mAu tir lgn bi gdy nhidm thyc nghiém béng
CSFV, va dugc 14y mau 6 2, 3, hodc 4 tudn sau khi chiing ngira. Khong phai tir moi dong
vét, ¢6 sén ba mau. Phuong phap phét hién hodc 12 phuong phap theo sang ché, duogc
thé hién bing ‘Inv.’; hodic 1a ELISA thuong mai (IDEXX CSFV Ab Test), dugc thé hién
bang ‘Comm.’. C4c phan loai: 4m tinh, nghi ngo, va dwong tinh 14 dya vao ty 1¢ phan
tram trc ché ELISA do dugc, va dugc gin theo chuong trinh tinh diém cta ELISA
thwong mai, twong tng 1a e ché ELISA it hon 30%, 30-40%, ho#c cao hon 40%.

MO ta chi tiét sang ché

“Phuong phép phat hi¢n” theo sang ché 1 phuong phap in vitro, dugc 4p dung
cho mAu xét nghiém, @& x4c dinh tri s hodc tinh chit (thuong duge goi 12 ‘yéu t6 danh
déu sinh hoc’) ctia mau xét nghiém, sau d6 két qua cia xét nghiém c6 thé dugc dién giai

dé cho y nghia nhat dinh véi két qua cua nd. Su dién gidi nay 1a dya trén viéc so sanh
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két qua thu dugc cho miu xét nghiém st dung phuong phap nay, véi tri s6 tham chiéu
hoic ciia phép do trudc ddy, va chimg minh trj s§ do dwgc 1a ¢6 hay véng mit, hoic ting
hay gidm.

Theo séng ché, tri sb do duoc 12 sy c6 mit dinh tinh va dinh luong cia khéng thé
dic hiéu véi epitop TAVSPTTLR cua protein CSFV E2 kiéu dai.

Phuong phép theo sang ché co thé 1a xét nghiém chén do4n & mét trong céc dang
d4 biét rd khac nhau, vi du nhu: thi nghiém mién dich phéng xa, thir nghiém khuéch tan
mién dich, thir nghiém huynh quang mién dich, thir nghiém két tia mién dich, thi
nghiém ngung két, thir nghiém tan méu, thi nghiéth trung hoa, “thir nghiém hip thy
mién dich lién két enzym” (enzyme-linked immune-sorbent assay - ELISA), hodc
AlphalLISA™,

Mot sb tai liéu mo ta cac xét nghiém chin doan khéac nhau sn c6 va cac tinh chét
dic hiéu cua chung; vi du: J. Huebner: Antibody-antigen interactions and measurements
of immunologic reactions (Chuong 9 trong: Pier, Lyczak va Wetzler (eds):
Immunology, infection, and immunity, ASM Press, Washington D.C., 2004, ISBN:
1555812465, trang 207-232); ‘Antibodies: A Laboratory Manual’ (eds.: Harlow va
Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988, ISBN-10: 0879693142); va:
‘Immunoassays: A Practical Approach’ (J. P. Gosling edt., Oxford University press,
2000, ISBN-10: 0199637105).

R4t nhidu cong ty thwong mai c6 thé cung cap vat lidu va chit phan tng cho xét
nghiém chan doén, hodc b6 kit chén doan ddy da, hoic c6 thé cung cép dich vy thi
nghiém va phan tich.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& c¢6 kha nang tao ra va t6i uu hoa
quy trinh, vat li¢u, va cac diéu kién cho phuong phap theo sédng ché.

Nhu ciing d& dugc biét trong linh vic nay, “khéng thé” 1a céc protein globulin
mi&n dich, va thuong 12 tdn tai & 5 nhom. i v6i mAu xét nghiém, cac khang thé thudng
s& thudc loai IgG hoac IgM, va 1a khang thé nguyén ven. Tuy nhién, cac khang thé khéc
¢6 thé duge st dung 1am chét phan tng trong phuong phép theo séng ché, vi du nhu lam
khang thé thir c4p, hodc lam khang th8 dugc danh d4u, khong cin phai 12 globulin mién
dich nguyén ven, vi du khéng thé chudi don, hodc mot phan cua globulin mién dich; va
ciing c6 thé & dang khéc: chu tric (tdng hop) ctia céc phin nay, mién 1 c4c phan khang

th& van chira vi tri lién két khang nguyén. Cc doan con da dugc biét ro cua globulin
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mién dich 1a: doan Fab, Fv, scFv, dAb, hoic Fd, mién Vh, hodc cac multime ciia cac
doan hodic mién nay.

Khang thé d& st dung 1am chét phan img trong cic xét nghiém chén doan thudong
duoc san xudt bang cich gdy mién dich (qua mirc) dong vat cho bing khang nguyén
dich, va thu gom khang thé dwoc san sinh tir huyét thanh cta dong vat ndy. Céc dong
vat cho da dugce bibt 15 12 thd va dé. Vi du khac 13 ga con ma c6 thé san sinh ndng do
cao khang thé trong long do trimg, dugc goi 1a IgY. Theo cach khac, khang thé co thé
dugc san xudt in vitro, vi du bing cong nghé khang thé don dong da dugc biét rd tir cac
moi trudng nudi cly té bao lympho B di duge 1am bat tir (t& bao lai), va cac hé thong
san xudt quy mé cong nghiép da dugc biét dbi voi cac khang thé nay. Khang thé hodic
doan cua né ciing c6 thé dugc bidu hién ti than trong hé biéu hién tai td hop, thong qua
su biéu hién ctia cac gen chudi ning va/hoic nhe Ig di tach dong. T4t ca cac k§ thuat
ndy da dugc bibt ro ddi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyec.

Theo séng ché va trong toan bo ban mé ta nay, khang thé s& dugc goi theo dich
ma ching khang lai; vi du: khang thé khang CSFV duoc goi 1a ‘khang thé CSFV’, va
‘khang thé E2’ 13 c4c khéng thé khéang protein E2 con dugc goi 1a khang thé khang E2,
V.V.

Nhu d3 duge biét trong linh vuc ndy, khang thé “khéng” lai dich nhét dinh 13
khang thé ddc hiéu véi epitop trén dich d6, do d6 dich 13 phan tir hoic thuc thé cu thé.
Khéng thé (hoic doan ctia khang thé nay) 14 dic hiéu véi epitop néu né c¢6 kha ning lién
két chon loc véi epitop do.

D su tuong tac giita khang thé va dich 13 ddc hiéu va/hoic chon loc hay khong,
6 thé d& dang dugc danh gid boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc. Vi dy,
tinh dc hiu cua cac két qua ctia thir nghiém mién dich dua trén tic dung tc ché c6 thé
dugc xac dinh bing cach thé hién tac dung trc ché trong quan véi ndéng d6 khang nguyén
hoic khang thé dugc ding trong thir nghiém nay. Bing céach st dung, vi du, thir nghiém
lién két canh tranh, c6 thé x4c dinh dugc cin c6 bao nhiéu khang nguyén dé trc ché 50%
khang thé lién két voi khang nguyén duge phi nay (Bruderer et al., 1990, J. of Imm.
Meth., vol. 133, p. 263). Vi du vé truong hop nay: st dung protein CSFV E2 kiéu dai,
va khang thé (don dong) dic hiéu epitop TAVSPTLLR.

R4t thich hop trong truong hop xét nghiém mién dich chin doén, 12 khi khang thé

thé hién kha ning lién két duong tinh gia, dan dén cac két qua duong tinh gia cia xét
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nghiém chén doan nay. Piéu nay c6 thé do kha ning lién két twong d6i manh v&i epitop
khéc véi epitop ma khéng thé dugc tao ra dé khang lai, hodc do kha ning lién két dic
hiéu v6i epitop khéi ngudn ciia n6, nhung lai nim trén dich khac so vé6i dich khai ngudn.
| Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut thir nghiém mién dich s&
biét cach d& phan biét cac két qua duong tinh that va gia, vi du bang cach xac nhén két
qua véi mot loai xét nghiém chén doan khac, hoic xac nhan két qua véi miu xét nghiém
tir thoi diém khéc.

Bing phuong phap theo sang ché, sy giam dang ké diém dwong tinh gia c6 thé
dat dwoc khi thir nghiém véi khang thé khang protein E2 ctia CSFV kiéu dai. Nhu da
néu va dugc minh hoa trong ban mé ta ndy, su giam diém duong tinh gia da dat t6i 5
1an (vi dy, tir tdc dung &c ché ELISA hon 50%, xudng trc ché nhé hon 10%), va lam
giam dén 100% s lugng ddong vat dugc coi 1 dwong tinh CSFV mot cach khong chinh
Xac.

Trong cac xét nghiém khac nhau st dung phuong phép theo séng ché, tit ca huyét
thanh tir lgn bi nhiém CSFV kidu dai da du diéu kién 1a dwong tinh, dua trén cac két qua
xét nghiém, tir khoang 3 tudn sau nhiém, trong khi khong c6 huyét thanh nao tir dong
vét dugc ching ngira nhic lai bang vacxin dua trén vFlc-APTal tré nén dwong tinh sau
khi ching ngira 14n thir ba, cho dén khi do & thoi diém cudi cing.

Phuong phap theo séang ché ciing dwoc xét nghiém trén sb lwong 16n khoang 900
mau xét nghiém tir bd suu tip ctia Vién thu y trung wong (Lelystad, Ha Lan), chira khang
thé CSFV cao, thdp, am tinh, hoic nghi ngd, ciing nhu nhiéu huyét thanh chira khéng
thé BVD hodic BVDV, va thdm chi mot s truong hop nhiém két hop ciia CSFV, BVD,
va/hoic BVDV. Bing phuong phép theo sang ché, gin nhu toan bd cac mau co thé dugc
xac dinh chinh x4c, vai tinh ddc hi¢u va dd nhay tt, xem cac vi du sau day.

Thyec té 13, khi xét nghiém tap hop 900 miu, d6 nhay ting dugc quan sat thdy cho
tham chi hau hét cac mAu dugc xét nghiém khi 4p dung 1 ddng thdi véi phwong phap
theo sang ché. Piéu nay co6 nghia 1a ty 1¢ phén tram trc ché quan sat dugc trong ELISA
phong bé dbi vai khang thé CSFV E2 kiéu dai 1 cao hon d6i voi mot s6 mau khi ap
dung phuong phép theo sang ché, so véi viéc 4p dung ELISA phong bé khang thé CSFV
E2 thuong mai tiéu chuén. Viéc ndy din dén 5 mau truéc d6 da dugce chi ra 1a nghi ngo
bay gid dugc danh gia duong tinh, va hai miu 4m tinh truée d6 by giv dugc danh gia

1a nghi ngd (xem vi du 2.3, va bang 2).
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Theo sang ché virut gy dich ta lon c¢b dién “kiéu dai” ding dé chi CSFV vi n6
x4y ra trong ty nhién. Piéu nay khong c6 nghia 1a tht ca CSFV kiéu dai nay du gibng
nhau, vi nhiéu bién dbi trong thanh phin gen va céc dic diém sinh hoc c6 thé hiéu dugc
hodc da dugc biét dén. Tuy nhién, thuat ngit nay du dinh loai trir dé st dung theo séng
ché, cac CSFV 1a két qua cua sy can thi€p clda con ngudi, nhu br?mg céch bién dbi, hoic
gy dot bién, vi du bang cach ciy chuyén lap lai hoic bang cach 1am thich (mg axit

nucleic ciia n6 bang cac k§ thuat ADN tai t6 hop.

r 2
A A

Theo sang ché “virut gy dich ta lgn c¢b dién” hodc “CSFV” thudong dé cap dén
cac virut thudc chi phan loai Pestivirus, c6 cac dic diém da dugc biét 5 ciia CSFV. N6
cling bao gdm CSFV dugc phén loai thém tlr d6 theo cach bét ky, vi du nhu phan loai,
ching, thé phan lap, kidu gen, kiéu huyét thanh, huyét thanh hinh, nhém huyét thanh,
bién thé, hoic kiéu phu va tuong tu. CSFV nay c6 chung cac dic diém dic trung cia
cac thanh vién thudc ho phéan loai ctia ching nhu dic trung bd gen, dic trung co thé, dic
trung hién vi dién t&, va cac dic trung vé sinh hoa, cling nhu dic trung sinh hoc nhu
sinh 1y, mién dich, ho#c tap tinh giy bénh. Bén canh phan loai huyét thanh, c4c phuong
phap xéac dinh khac c6 thé dua trén thir nghiém gidi trinh ty nucleotit hogc PCR, nhu da
biét trong linh vure.

D3 biét 15 dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay 1a mic du loai
virut ma 1a ddi twong ciia sang ché hién dang dwoc dit tén 12 CSFV, ddy 1a phan loai ¢6
thé bi thay dbi vi nhan thitc méi dén dén phén loai lai thanh nhém phén loai méi hogc
khéc. Tuy nhién, vi diéu nay khong lam thay dbi vi sinh v4t lién quan hogc c4c dic diém
dic trung ctia nd, ma chi tén khoa hoc hodc phan loai ciia n6 thay ddi, cac sinh vat dugc
phén loai lai niy vin nim trong pham vi sang ché.

V& nguyén tic, “mau xét nghiém” dé sir dung trong phuong phap theo sang ché
¢6 thé 13 loai mAu chtra khéng thé bit ky, vi du m3u huyét tvong hoic huyét thanh dugc
tao ra tir mAu mau toan phn ciia dong vat. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc
biét 13 cac k§ thuét va vat lidu cin thiét @& thu dugc va tao ra mau huyét twong hoic
huyét thanh nay tir dong vAt.

Puoc uu tién 13 miu huyét thanh, do sach hon, va c6 thé dugc tao ra béng cac k¥
thuét phong thi nghiém tiéu chudn, vi du bao gém cac budc: dong tu, ly tdm, va bét hoat
bd thé.
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Ty y mu xét nghiém c6 thé dugc xir Iy hogc tinh ché thém, vi du, dé cai thién
cuong d6 tin hi€u, hodc dé 1am giam tin hiéu nén. Vi du khang thé c6 thé duoc tach ra.
Céc k¥ thuat da dugc bibt ro @8 tinh ché khang thé 13, vi dy, két tia céc khéng thé nay
bang cach st dung axit caprilic, hogc amoni sulphat, hodc sir dung k¥ thuat sic ky 4i
luc.

Theo sang ché, thuat ngit “bao gém” (cling nhu cac bién dbi vé ngit phép ctia nd)
nhu dugce st dung trong ban mo ta, dung dé chi tt ca cac phan tir, va trong su két hop
c6 thé bét ky c6 thé hiéu dugc theo séng ché, dugc bao ham béi hodc bao gdm trong
ph?m mo ta, doan van, diém, v.v., ma trong d6 thuat ngit nay duge st dung, ngay ca khi
cac phan tir hodc cic két hop nay khong dugc néu rd rang; va khong dé cap dén viec
loai trir (c4c) phan tir hodic két hop bat ky trong sé nay. Do d6, phin mo ta, doan vin,
diém bat ky, v.v. cling c6 thé dé cap dén mét hoic nhiéu phuong 4n trong d6 thuat ngit
“bao gdm” (hodc cac bién ddi ciia n6) dugc thay thé bang thudt ngit nhu “gdm” hogc
“chi yéu gdm”.

“Epitop TAVSPTTLR ciia CSFV E2” d& cép dén epitop da dugc biét rd trong
mién A cia protein CSFV E2 c6 tén goi d6, va 13 epitop mach thing dai 9 axit amin. S&
12 ro rang dbi véi ngudi cb hiéu biét trung binh trong linh vyc nay 1a tén goi
“TAVSPTTLR” duoc dit cho epitop nay chinh 13 trinh ty axit amin cta epitop nay khi
dugc thé hién theo ma TUPAC mdt chit cai tiéu chuén, trong d6 Threonin dugc dat1a T,
Alanin 14 A, v.v.

Epitop TAVSPTTLR cua CSFV E2 dugc bao tdn trong CSFV kiéu dai (Lin et
al., 2000, néu trén), va trinh ty axit amin ctia n6 dugc trinh bay trong ban md ta la SEQ
ID NO: 1.

Theo sang ché, epitop TAVSPTTLR “dot bién” ctia CSFV E2, ¢6 trinh tu axit
amin cua no6 khac biét & it nhét mot vi tri so véi SEQ ID NO: 1. Dot bién nay co thé bao
gém mot hodc nhiéu thay ddi, va co thé 1a dot bién gén xen, dot bién méat doan, hoic dot
bién thay thé cta axit amin, hogc két hop ctia chiing.

Vi du v& epitop TAVSPTTLR dot bién ciia CSFV E2, dé st dung trong phuong
phép theo sang ché 1a epitop twong (ing c6 mit trong protein E2 ctia virut CSFV dot bién
nhu vF1c-APTal, tai d6 epitop nay la: TAGSTLRTE (SEQ ID NO: 2). Vi du khac 1a
CSFV t4i t6 hop nhu dugc md ta bdi Reimann et al. (2010, néu trén), vi du virut
pA/CP7_E1E2alf TLA, tai d6 epitop twong ung la: TLANKDTLA (SEQ ID NO: 3).
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Epitop TAVSPTTLR d6t bién ciia CSFV E2, dé st dung trong phuong phép theo
séng ché, c6 thé thu duoc tir nhiéu nguén, hoéc tuy nhién hodc téng hop. Thuan tién nhét
1a dua dot bién vao epitop TAVSPTTLR cia CSFV E2 bing can thiép clia con ngudi,
nhu bé’mg bién d6i, hoic gy dot bién, vi dy, béng cach lam thich hgp trinh ty nucleotit
mé hoa nhd cong nghé ADN tai tb hop, sau d6 biéu hién protein (vi du protein CSFV
E2, hodic mét phin ciia nd) chira epitop dot bién trong hé biéu hién tai td hop in vitro.

Theo séng ché, “0” dung d& chi viéc cho phép lién két giita khang thé va epitop
dic hi€u ctia nd. Viéc nay s€ doi hdi cac didu kién phan tng ma c6 lgi cho viéc tao thanh
cac tuong tac phan tir ndy, va sé bao gdm viéc sir dung céac chét dém, nhiét d6 va thoi
gian chinh xac. Vét li¢u va phuong phép 0 theo sang ché dwoc mo ta trong sb tay da
duoc biét 1o, va trong cac huéng din duge cung cAp bdi nha cung clp cac xét nghiém
thuong mai.

“Chét mang”, theo ngit canh cla sang ché ding dé chi ciu tric dai phan tir ma c6
thé mang va trinh dién epitop cta protein CSFV E2. Theo nguyén téc, cdu truc bat ky
c6 thé 1a thich hop, mién 12 epitop ndy c6 thé tip can dugc dé lién két véi khang thé.
Chét mang c6 thé c6 ngudn gbc sinh hoc hoic vd co, ty nhién hodc tdng hop, 16n hoic
nhé, va c6 thé vi du 12 hat kim loai, polyme, protein, hodc carbohydrat. Epitop nay c6
thé dugc gén bang lién két cong hoa tri, hodc bang lién két khong cong hoa tri, bao gbm
loai bét ky trong sd twong tc ion, tinh dién, thily dong luc, hodc phén tir. Epitop dugc
chira trong hodc trén chit mang, va vi vy c6 thé 12 mot phéan ctia né, vi du 1 thanh phan
nim bén trong protein, hogc 1a protein dung hop. Chét mang ciing c6 thé chira c4c phan
tr hoic nhém khéc, nhu khi protein chitra epitop la lipo- hodc glycoprotein, hodc thé tiép
hgp, v.v.. Phuong phéap gén epitop vao chit mang da duoc biét rd trong linh vyc, va c6
thé bao gdm céc k¥ thuat héa sinh hoic ADN t4i t6 hop.

Theo sang ché, protein 1a chudi phén tit cta céc axit amin. Protein nay c6 thé 1a
protein ty nhién hodc thanh thyc, tién protein hodc tién protein b4t hoat (pro-protein),
hodic doan gy mién dich cta protein. Khong ké nhitng cai khéc: peptit, oligopeptit va
polypeptit dugc bao ham trong dinh nghia protein.

Chét mang theo séng ché “dugc cb dinh”, nghia 1a: dugc gin vao pha rén, bing
lién két cong héa tri hodc khong cong héa tri nhu bang céch hap phy hodc phu hodc
tuong ty. Didu nay khong ngu y ring ban than pha rén 1 bt dong. V& nguyén tic, pha

rén c6 thé 1a gid do rin bt ky, mién 12 n6 cho phép thyc hién phuong phap dé phét hién
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theo sang ché, va c6 thé c6 kich thude, hinh hoic dang khac nhau, vi du tAm, hat, mang
V.V..

Phwong phap va vt liéu dé cb dinh chat mang vao pha rén da dugc biét 15 trong
linh vyc nay, va cé thé, vi du, bao gE”)m vi€c st dung chit dém cacbonat va tri sb pH
bazo. Theo cach khac, viéc cb dinh c6 thé 13, vi du, nhd phan tmg hoa hoc gy ra su lién
két cong hoéa tri, hodic nhd biotinyl héa chit mang va lién két v6i gia @& ran dugc phu
avidin.

Tét hon 14 pha rén 12 giéng cta dia vi phiém, hozc hat mang dé str dung trong thir
nghiém Alphal.ISA.

Theo sang ché “a déng thoi” chi ra la chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot
bién cia CSFV E2 dugc U cing v6i chit mang di duoc ¢d dinh chira epitop
TAVSPTTLR ciia CSFV E2 va miu xét nghiém. Trong thuc té, diéu nay s& c6 nghia 14
chét mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién ctia CSFV E2 c6 mit trong hdn hgp 4 ma
duoc st dung trong budc 1 chit mang da duge c¢b dinh chura epitop TAVSPTTLR ciia
CSFV E2 va mAu xét nghiém, trong it nhit 12 mot phén dang ké thoi gian cin thiét cho
viéc 01 d6. Luong thoi gian ma 1a ‘mot phén dang k& phu thudc vao chi tiét ciia quy trinh
cu thé cho thir nghiém chin doan dugc st dung. Vi du, cic huéng dAn ciia nha san xuét
ciia xét nghiém IDEXX CSFV Ab chi ra khoang thoi gian cho budc i méau thir va protein
E2 da dugc cb dinh 13 2 gid hodc qua dém (12 - 18 gid).

Theo séng ché, ‘m6t phan dang ké thoi gian’ ding @& chi it nhat 25% thoi gian
cho budc i chit mang di dwoc ¢b dinh chira epitop TAVSPTTLR ciia CSFV E2 va mau
x€ét nghiém. Tt hon 13 50% thoi gian, t6t hon nita 13 75, 90, 95, 99, hoic 100% thoi
gian, theo th tu uvu tién.

Viéc 0 ddng thoi nay 1am cho phuong phap theo sang ché khac véi viéc 0 ma
dugc xem 13 1 so b, 1 so bd sir dung budce thém va riéng biét dé & mAu xét nghiém va
chit mang chita epitop TAVSPTTLR d6t bién, va viéc d6 dugc thuc hién trude khi 0
v6i chit mang da dugc ¢ dinh chira epitop TAVSPTTLR ctia CSFV E2. Viéc 0 so bd
ndy 1a lwa chon chudn véi ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay khi t6i wu
hoéa quy trinh 1, vi né cho phép kha ning kiém soat t&t d& 1am gidm phan tng lién két
khong mong mubn bét ky. Tuy nhién tac gia séng ché bit ngdr phét hién ra 13 cac budc
0 ndy c6 thé duge két hop mot cach c6 lgi vao mot bude dudi dang i dong thoi, ma

khong c6 anh hudng bét loi dén tinh dic hiéu va tinh chon loc ciia xét nghiém.
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Nhu d& mé ta, mot trong cac wu diém ndi bat 12 viéc 1 dong thoi khong doi hoi
thém thoi gian cho thir nghiém chén doan cin dugce thyuc hién. Uu diém khac 13 quy trinh
co ban cua E2 ELISA thuong mai chudn c6 thé dugc st dung ma khong cln cac sira dbi
dang k& vé thanh phan xét nghiém hodc quy trinh cia né.

Theo mot phuwong an ciia phuong phép theo sang ché, viéc phat hién 13 bang thit
nghiém mién dich enzym, t6t hon nita 1 bang ELISA (thtr nghiém hip thy mién dich
lién két enzym).

ELISA da dugc biét 15, va nhidu loai khac nhau vé dang va quy trinh 13 d3 biét.
Uu diém chung 13 ching tao ra cic két qua nhanh va déng tin cdy, va c6 thé d& dang mé
rong quy mo.

Theo phuong an duge uu tién ctia phuong phép theo sang ché, ELISA nay la
ELISA phong bé gian tiép. Nhu da biét trong linh vuc, didu nay ham ¥ ring khang thé
ctia mAu xét nghiém canh tranh v6i khang thé phat hién da dugc danh ddu dé lién két
v6i epitop da dugc c¢b dinh. Cang nhiéu khang thé c6 trong mau xét nghiém, né lién két
cang nhidu véi epitop da duogc ¢b dinh, va cang it khang thé da danh déu c6 thé gt lai,
din dén sy giam (Grc ché) mirc lién két t6i da véi chit danh dau.

Quy trinh dién hinh cho phuong phap theo séng ché, trong d6 viéc phat hién 1a
bing ELISA phong bé gian tiép, c6 thé bao gdm mét s hozic tAt ca cac bude lién tuc:

- pht chit mang chira epitop TAVSPTTLR ctia CSFV E2 vao pha rén,

—~ 1 ddng thdi mAu xét nghiém va chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot
bién ctia CSFV E2, v&i chit mang di phu, sau do rua,

—  avéikhang thé thir cp da danh d4u, sau do6 rira,

- tao mau phan tng, va

- doc cac két qua.

Mt s6 budce co thé dugc thuc hién riéng, hodc boi mot bén khéc. Vi dy, khi duge
stir dung lam xét nghiém thuong mai, nha cung chp thwong mai c6 thé tao ra pha rin
dugc phi sin, sin sang d& sit dung trong budc ¢ déng thdi véi miu xét nghiém.

Ty ¥ quy trinh nay c6 thé bao gdm thém mat hodc nhiéu budce dé phong bé cac
phan Ung lién két duong tinh gid. Thong thuong, viéc ndy bao gbm 1 vé6i luong du
protein khdng dic hiéu trong chit dém duoc str dung dé & va/hoic cac budce rira, vi du

sita tach kem hoic albumin huyét thanh.
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ELISA c6 thé dugc t6i wu héa thém bang cach 1am thich Gng chét phin tmg va
cac budc xir 1y clia nd, nhu nhiét 46 va thoi gian cia cac bude U; tinh dic hi¢u va loai
khang thé hoic khang nguyén duoc st dung dé cb dinh hozc phat hién; lwong va phuong
phéap ¢b dinh dugce sir dung; va thanh phén ctia chit dém 1 va rira duge st dung.

Céc tai liéu tham khao chung vé thir nghiém mién dich enzym c6 trong nhiéu
cdng bd, trong sb cac tai liéu khac trong séch gi4o khoa phong thi nghiém chuén, nhu:
‘The Immunoassay Handbook (xuét ban 14n 4: Theory and applications of ligand
binding, ELISA and related techniques’; D. G. Wild edt., 2013, ISBN-10: 0080970370);
va: ‘The ELISA Guidebook’ (Methods in Molecular Biology, vol. 149, J. R. Crowther,
Humana Press, 2000, ISBN-10: 0896037282). Céc tai li€u khac 1a sach huéng dan tir
nha cung cdp thwong mai nhu: “Technical guide for ELISA”, KPL Inc., Gaithersburg,
MD, USA, 2013; va: “Assay guidance manual” boéi Eli Lilly &Co., chuong:
Immunoassay methods, K. Cox et al., May 2012.

Theo phuong an dugc uu tién khac, ELISA theo sang ché gan nhu twong tu véi
ELISA thuong mai cho khang thé CSFV E2, vi du: v6i PrioCHECK® CSFV Ab 2.0
ELISA, trude day c6 tén 1a Ceditest® CSFV 2.0 ELISA, déu sin c6 tir Prionics AG
(Schlieren-Zurich, Thuy S¥), hodc véi IDEXX CSFV Ab Test, sin c6 tir IDEXX Europe |
B.V. (Hoofddorp, Ha Lan). ‘Gén nhu twong tu’ theo khia canh nay dung dé chi quy trinh
va vt liéu dugc st dung cho cac xét nghiém thuong mai nay.

Céac quy trinh thay thé cho phuong phap theo sang ché ciing c6 thé dugc suy ra.
Vi du phuong phép theo sang ché c6 thé duogc thiét 1ap dua trén céc dic diém cua quy
trinh cua thir nghiém Alphal . ISA, da duoc biét r& trong linh vuc. Trong thir nghiém nay,
khong cin cac budc rira va mic du thr nghiém c6 thé dugc thuc hién thu cong,
AlphaLISA ty dong héa dugc vu tién hon.

Dic trung clia quy trinh Alphal.ISA 1a khang nguyén (¢ day: chit mang chira
epitop TAVSPTTLR ctia CSFV E2) va khang thé (& day: khang thé (don dong) dic hiéu
v6i epitop TAVSPTTLR ctia CSFV E2) dugc lién két voi hat chdt mang, va sw lién két
cta chiing c6 thé phat hién dugc boi sy phét sang.

Chét mang chira epitop TAVSPTTLR cta CSFV E2 ¢6 thé, vi du, dugc biotinyl
héa va duge cb dinh trén hat nhan dugce phu avidin, va dugc st dung cing véi khang
thé da dugc lién hop v6i hat cho. Sau d6 mdt budce trong thir nghiém Alphal.ISA nay
bao gdm U ddng thoi hat nhan da dwgc phit chat mang chita epitop TAVSPTTLR clia
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CSFV E2 v6i mAu xét nghiém va chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién cua
CSFV E2. Dang ngugc lai (chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién ctia CSFV
E2 dugc phu), hodc dang trung gian, trong d6 ca hai chét mang dugc phu, c6 thé duge
chép nhan nhu nhau. Sau d6, budc tiép theo c6 thé 13 0 véi hat cho dugc phi khéng thé,
va cudi cing 12 doc két qua.

Do d6, theo phuong an ctia phuong phép theo sang ché, viéc phat hién 13 bang
xét nghiém chin doén c6 céc dic trung clia AlphaLISA®.

Phuong phéap theo sang ché ¢6 1oi nhit dé xét nghiém cac miu thu dugce tr dong
vat d& bi nhim CSFV. Chung 12 cic ddng vat khac nhau thudc ho lon.

Do d6, theo mdt phuong an ciia phuong phép theo séng ché, miu xét nghiém nay
thu duogc tir dong vat 1a lon.

Theo séng ché, “lon” dung dé chi dong vat thudc ho Suidae, va tdt hon 13 dong
vat thudc chi Sus, vi du: lon hoang hodc lgn nha, lon trudéng thanh, lgn thién, lon rimg,
lon huou, hodc lon 10i. N6 ciing bao gdm lon dugc thé hién bang tén bat ky dé chi gi6i
tinh hodc do tudi cua ching nhu: lgn néi, lon 10i duc, lon thién, lon nai to, lon sita, hodc
lon con.

Ung dung c6 lgi khac ciia phuong phap theo sang ché 1a xét nghiém céc mau cla
dong vat 13 lon da dugc chiing ngira khang CSFV bang vacxin dénh ddu CSFV.

Nhu da biét rd va dugc mé ta & trén, khang nguyén trong vacxin danh dAu khéc
biét vé mat khéang nguyén véi khang nguyén kiéu dai ma n6 dya trén, vi du thiéu epitop,
hodc c6 phién ban khac cta epitop so véi phi€n ban kiéu dai. Thong thuong, khang
nguyén trong vacxin danh dAu duoc 1am thich hop hodc duge bién dbi bang cac k§ thuat

'héa sinh hoic ADN t4i td hop, va két qua 13 dap ng khang thé khang khang nguyén
duoc bién déi cta vacxin danh diu c6 thé duge phan biét véi dép ung khang thé voi
khéng nguyén kiéu dai khong dugc bién d6i. Didu nay s& cho phép “phan biét vé mat
huyét thanh giira dong vt bi nhiém va dong vat dugc ching ngira” hogc: DIVA.

Do d6, theo mot phuong an cia phuong phap theo sang ché, mAu xét nghiém thu
duoc tir ddng vat 1a lon da dugce ching ngira khang CSFV béng vacxin d4nh ddu CSFV.

Ung dung dic biét dugc uu tién cua phuwong phép theo sang ché trd nén rd rang
khi vacxin (d4nh ddu) CSFV chtra khéang nguyén CSFV la protein CSFV E2 ma khéic
véi B2 kiéu dai boi dot bién trong epitop TAVSPTLLR ctia CSFV E2. Nhu duge md ta

& trén, trong cidc mau cua dong vat dugce ching ngira bang vacxin nay, cac diém so
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duong tinh gia dugc phat hién khi str dung xét nghiém chin doan hién nay cho khang
thé CSFV. Tuy nhién phwong phap theo sang ché chi thé hién cac diém sb duong tinh
that. Didu nay anh huéng 16n dén nganh tha y va kinh té chan nuéi lon.

Do d6, theo mdt phuong an dugce wu tién ciia phuong phap theo sing ché, miu
xét nghiém thu dugc tr dong vét 1a lon da dugc chung ngira khang CSF b%mg vacxin
CSFV chura protein CSFV E2 chtra epitop TAVSPTTLR dot bién.

Nhu dugc md ta & trén, v& nguyén tic, nhidu dang ctia epitop TAVSPTTLR dot
bién ctia CSFV E2 c6 thé duge hidu 1a d& st dung trong viéc 0 ddng thdi cho phuong
phép theo séng ché. Tuy nhién, phuong phap nay dugc stt dung c6 loi nhét trong trudng
hop epitop TAVSPTTLR 4ot bién ctia CSFV E2 duoc st dung trong budc ddng thoi
1a giéng nhu trong vacxin CSFV danh dAu.

Do do, theo phuong an ciia phuong phap theo sang ché, epitop TAVSPTTLR 46t
bién ctia CSFV E2 ma duge chtra trong chit mang dé st dung trong bude u ddng thoi
cho phuong phép theo sang ché, 13 gidng nhu epitop TAVSPTTLR dot bién c6 mit trong
protein CSFV E2 ctia vacxin d4nh ddu CSFV.

M&i quan tAm khéc 12 déi véi epitop TAVSPTTLR dot bién ctia CSFV E2 trong
vacxin danh diu CSFV: vacxin ndy van phéi cam tng dugc dap tmg mién dich hiéu qua
khéng lai CSFV ¢ dong vat dich, mic du c6 dot bién & epitop TAVSPTTLR.

Theo séng ché, t6t hon 13 c¢6 sy phu hop gilta mt mit 1a epitop TAVSPTTLR
d6t bién cia CSFV E2 trong vacxin danh diu CSFV dugc sit dung dé chiing ngira cho
dong vat ma mau xét nghiém thu duge tir d6 dé dugc xét nghiém trong phuong phéap
theo séng ché, va mit khac 1a epitop TAVSPTTLR dot bién cia CSFV E2 dugc chia
trong chit mang dé str dung trong budc 4 ddng thoi cho phuong phap theo sang ché.

Do d6, theo mdt phurong an ciia phuong phép theo sang ché, epitop TAVSPTTLR
dot bién ctia CSFV E2, chira trong chit mang dé st dung trong buée U dong thoi, 13
giéng nhu epitop TAVSPTTLR dot bién chira trong protein CSFV E2 ciia vacxin CSFV
dugc sit dung dé chiing ngira cho dong vét 13 lon ma tir 6 thu dugc mau xét nghiém.

Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vic hoan toan c6 thé xac dinh epitop
TAVSPTTLR d6t bién nao cho phép vacxin déanh d4u CSFV chua protein CSFV E2
chtra epitop dot bién nay, 1a chat gy mién dich hiéu qua.

Vi du, bing cach theo d&i dap tmg mién dich sau khi ching ngira, hodc sau khi

gy nhiém, vi du bang cach theo ddi cac dau hiéu 1am sang v€ bénh ¢ dong vat dich,
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chim diém 14m sang, cac thong s6 huyét thanh, hoic bing cach phan lap lai mam bénh,
va so sanh céc két qua nay véi dap img duge quan sat thiy trong mo hinh dong vat dugc
chiing ngira bang gia dugc.

NB: Vi CSFV c6 kha ning 1ay nhiém cao, va 1a bénh phai khai béo & nhiéu nudc,
viéc stt dung trong phong thi nghiém hodc trong chén nubi cua cic mau c6 thé chira
CSFV gay nhiém (kiéu dai hodc duogc lam nhuge doc) phai duge thuc hién véi cac
khuyén céo an toan sinh hoc thich hgp, pht hgp véi cac huéng dan qudc gia hodc qudc
té.

Vi du vé vacxin CSFV chira protein CSFV E2 ¢6 epitop TAVSPTTLR dot bién
ctia CSFV E2 ma ¢6 th8 duge 1am phit hop vé6i chit mang chira epitop TAVSPTTLR
dot bién ctia CSFV E2 dé ding trong budc & ddng thoi cho phuong phép theo sang ché,
da dugc biét trong linh vurc ndy va duge mo ta trén day. Vi du tir Kortekaas et al. (2010,
néu trén); mot vi du 1a CSFV dot bién dugc dit tén vFle-APTal, c6 protein CSFV E2
chira epitop TAVSPTTLR dot bién c6 trinh tu axit amin: TAGSTLRTE, nhu dugc trinh
bay trong SEQ ID NO: 2.

Vi du khéc 1a tir Reimann et al. (2010, néu trén): CSFV dot bién dugc goi la
pA/CP7_EI1E2alf TLA, c6 protein CSFV E2 chuira epitop TAVSPTTLR dot bién ¢co6
trinh ty axit amin: TLANKDTLA, nhu dugc trinh bay trong SEQ ID NO: 3.

Do d6 theo phuong an cla phuong phap theo sang ché, epitop TAVSPTTLR dot
bién ctia CSFV E2 dugc chta trong chit mang dé sir dung trong budce ddng thoi, c6
trinh ty axit amin: TAGSTLRTE (SEQ ID NO: 2).

Theo phuong én thay thé ctia phuong phép theo sang ché, epitop TAVSPTTLR
d6t bién cua CSFV E2 dugc chita trong chét mang dé sir dung trong budc 0 ddng thoi,
¢ trinh tu axit amin: TLANKDTLA (SEQ ID NO: 3).

Theo phuong 4n khac, mAu xét nghiém theo sang ché thu dugc tir dong vat 1a lon
da dugc chung ngira bang vacxin CSFV nhu da md ta trong Kortekaas et al. (2011, néu
trén), nhu vacxin dua trén CSFV dot bién duoc dit tén: vFlc-APTal, nhu d3 md ta trén
day.

Do d6, theo phuong an khéc cia phuong phap theo sing ché, vacxin CSFV 1a
dua trén virut vFlc-APTal.

Hai phuong 4n khéc nhau cua chét mang dugc md ta dé str dung trong phuong
phép theo séng ché 1a: chit mang chira epitop TAVSPTTLR cua CSFV E2, dugc sir
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dung dé ¢ dinh vao pha rin, va chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién cta
CSFV E2, dugc sir dung dé 0 ddng thoi. Cac chit mang nay c6 thé c¢6 céc dang khac
nhau, va cac chit mang cho epitop TAVSPTTLR dot bién va kiéu dai c6 thé 1a loai
gidng nhau hoic khac nhau; ching ciing ¢6 thé 1a thuc thé riéng biét, hoic c6 thé 1a cing
mot thuc thé, vi du mot chit mang chira ca hai loai epitop TAVSPTTLR.

Theo phuong 4n clia phuong phéap theo sang ché, mot trong sé chit mang da dugc
cd dinh chira epitop TAVSPTTLR ciia CSFV E2 hoic chit mang chira epitop
TAVSPTTLR dot bién cia CSFV E2 1a protein, hodc ca hai chét mang déu la protein.

Céc protein nay co thé giéng hozc khac nhau.

Theo phuong 4n duge vu tién cia phuong phéap theo sang ché, mot trong sb chét
mang d& dugc cb dinh chira epitop TAVSPTTLR ctia CSFV E2 hodc chit mang chta
epitop TAVSPTTLR dot bién cua CSFV E2 1a protein CSFV E2, hogc ¢4 hai chit mang
déu 1a protein CSFV E2.

Ngoai viéc c6 epitop TAVSPTTLR kiéu dai hogc dot bién, phan con lai clia chét
mang protein CSFV E2 cling ¢6 thé khéc nhau v& trinh ty axit amin; vai vi du vé CSFV
E2 duoc md ta trong tai li€u, va trinh tu cia ching co san tr co s& dit liéu cong cdng
nhu GenBank™.

Khi chit mang d3 duoc c¢b dinh chita epitop TAVSPTTLR cua CSFV E2 la
protein CSFV E2, n6 tao co hoi t5t nhat @ phat hién khéng thé khang CSFV tlr mau xét
nghi¢m.

Tuong ty, khi chét mang chita epitop TAVSPTTLR ddt bién ciia CSFV E2 la
protein CSFV E2, n6 tao co hoi t6t nhét dé bét gitr khang thé phan tng chéo bat ky ¢6
thé c6 trong mau xét nghiém ctia dong vat, va néu khong, cac khang thé nay c6 thé gay
ra cac két qua duong tinh gia. D6 1a vi protein CSFV E2 s& tao ra dang 3D clia epitop
TAVSPTTLR dot bién cia CSFV E2 gin nhét v6i dang tur nhién ctia epitop nay.

Do d6, theo phuong 4n dugc vu tién ciia phuong phap theo sang ché, ca hai chit
mang déu 1 protein CSFV E2 thanh thuc day du.

Tuy nhién, nhu d3 biét trong linh vyc, viing xuyén mang dAu cing C, va thuc té
14 nira dAu cing C cua E2 it lién quan hon dén viéc lién két v6i khang thé (van Rijn et
al., 1994, J. of Virology, vol. 68, p. 3934; Chang et al., 2010, Virut Res., vol. 149, p.
183). Do d6, ngudi c6 hiéu biét thong thudng trong linh vuc nay s& c6 kha nang phat

trién va t6i wu hoa phuong phap phat hién khéng th8 CSFV kidu dai theo sang ché, trong
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d6 mdt, hodc khong cod chét mang nao 1a protein E2 thanh thuc dﬁy d0, ma chi 1a mot
phdn ctia n6 — véi diéu kién 13 ban than epitop TAVSPTTLR (dot bién) van c6 mit -,
van cho phép phat hién t6t khang thé CSFV kiéu dai, va 1am giam t6t cac diém sé dwong
tinh gia, trong ngit canh cia phuong phép theo sang ché.

Viéc stt dung protein CSFV, hodc mot phin clia né, 1am chit mang chita epitop
TAVSPTTLR (dot bién) cia CSFV E2 trong phwong phap theo séng ché, ¢6 thé duge
t51 wu hoa thém bang cach thay ddi lugng va céc didu kién ctia budc G ddng thoi. Vi du
tac gia sang ché da bidu hién protein CSFV E2 c¢6 epitop TAVSPTTLR dot bién trong
hé vecto biéu hién baculovirut d3 dugc biét rd, tinh ché protein, va st dung protein E2
da biéu hién tai td hop cho cac thir nghiém 1 dong thoi.

Do tinh khiét va luong protein E2 da bidu hién c6 thé dugc danh gid, vi du bang
dién di gel SDS, nhudm protein, va dinh luong bang phép do mat do quang. Phuong
phép thay thé 13 dinh lugng trong Elisa, st dung khang thé lién két véi E2, qua epitop
khac véi TAVSPTTLR, va cdc mAu tham chiéu c6 ndng d6 da biét.

Phy thudc vao do tinh khiét ciia protein, lugng chit mang protein E2 chira epitop
TAVSPTTLR (dot bién) duoc Iua chon dé dat dwoc sy phat hién t8i wru céc khang thé
CSFV kiéu dai, trong khi 1am giam ti wu diém s6 duong tinh gia. Nhu minh hoa trong
ban mo ta nay, thuong it hon 2 pg protein E2 dugc yéu cau cho mdi giéng cua dia vi
phiém 96 giéng. Luong 1 ug hogic thdm chi 0,5 pg mdi giéng ciing hiéu qua.

Nhu dugc md ta, cac xét nghiém chdn doan thuong mai hién nay véi khéng thé
CSFV kiéu dai da thiét 1ap db tin cdy cia chiing dva trén mot lugng dit liéu xét nghiém
khdng 16 dé xéc dinh hd so vé d6 nhay va tinh dic hiéu cia chung. Viéc nay dugc duy
tri bang bd mau tham chiéu duong tinh va 4m tinh chuén dugc cong nhan trén pham vi
qudc té. Do tin cay trong viéc két hop cia cic mAu xét nghiém va cac mAu tham chiéu
ndy 1a co s& dé cAp phép luu hanh cho ching, va dé sir dung chung trong viéc cép gidy
chirmg nhan xuét khiu dugc kidm soat bai Chinh phu ddi véi cac dong vat da xét nghiém
bang cac xét nghiém nay.

Dé phuong phép theo sang ché dat dugc sy tich hop dly du céc tri s6 tham chiéu
va cac diém sb xét nghiém truéc d6 ciia cac xét nghiém da thiét 1ap nay, viéc diéu chinh
thém quy trinh xét nghiém cho phu hop co thé dugc thyc hién. Cu thé 12 cac didu kién &

trong quy trinh xét nghiém c6 thé dugc didu chinh d& thich tmg v&i thanh phéan b sung
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trong budc i ddng thoi, trong d6 epitop TAVSPTTLR dot bién ctia CSFV E2 dugc dua
vao.

T4c gia sang ché da phat hién ra 12 néu khong diéu chinh thich hop céc diéu kién
U ctia bude nay, phuong phap theo sang ché vin hoat dong, va van c6 hiéu qua cao trong
viéc 1am giam diém s6 am tinh gia; tuy nhién khi xét nghiém céc miu chuén da thiét lap
sir dung phwong phép theo sang ché, thi diém s6 OD chinh x4c thu dugc c6 thé 1&ch véi
céc két qua trude d6 dbi vai cac chuin d6, hodc 14 cao hodc thdp hon. Pidu nay 1a do
viéc bd sung hop chét khac c6 thé doi hoi mot thé tich chit 16ng nhat dinh dugc bd sung
vao hén hop 1, n6 c6 thé gay ra su pha lodng chit dém 1 va c4c thanh phén c6 thé chira
trong hdn hop nay, nhu mudi, chit dn dinh, chit tdy rira hodc tac nhan phong bé, dan
dén sai 1&ch so v6i s§ diém tiéu chudn.

Do d6 theo mdt phuong én, phuong phéap theo séng ché bao gém budc diéu chinh
thich hop cac diéu kién U ctia budc bao gbm & ddng thoi véi chit mang chira epitop
TAVSPTTLR dbt bién ctia CSFV E2, dé thich tmg v6i viéc bd sung chit mang nay.

C6 vai cach ma “viéc didu chinh thich hop” nay c6 thé dugc thuc hién. Céch truc
tiép nhét 1a hép thu dung dich chira chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién cia
CSFV E2 vao chét dém u dé dung trong phuong phép theo sang ché, theo d6 chét dém
wlad ndng do tang so v6i ndng do cudi cling ctia n6 khi duge sir dung trong phwong
phap nay. Vi du, khi két hop cac thé tich nhu nhau cta dung dich chira chit mang chira
epitop TAVSPTTLR dot bién ciia CSFV E2, va chit dém 1, thi chit dém 1 c6 thé duge
cung cp dudi dang dung dich gbc & ndng do gp 2 lan ndng do sir dung ciing ctia né.
Ciing c6 thé cin phai hiéu chinh d6i v6i mudi hodc chit dém bét ky da co trong dung
dich chtra chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién ciia CSFV E2. Nguyén tic nay
dugc 4p dung mot cach d& dang cho céc ty 1& thé tich khac va cac ndng do twong ting
cho dung dich gbc ciia chit dém .

Theo cach khéac, dung dich d4 tron trude dé st dung ngay c6 thé duoc tao ra tir
chét dém 1 da chira chit mang chira epitop TAVSPTTLR d6t bién cia CSFV E2, trong
d6 chit dém 1 12 & ndng do str dung cudi cling ciia né.

Céac vi du truéc dua trén viée tao ra chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot
bién cia CSFV E2 trong dung dich. Tuy nhién, vi didu nay c6 thé khong t6i wu cho su
n dinh cta protein, mot phuong 4n khac 13 tao ra protein chira epitop dot bién ctia CSFV

E2 trong d6 dung riéng & dang dong kho, bén canh dd dung chit dém U & ndng dd st
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dung cubi. Khi protein ndy sau d6 dugc hoan nguyén véi chét dém & ngay trudc khi st
dung, diéu nay khong anh hudng dén tinh dn dinh ciia protein, va viéc hoan nguyén nay
khong l1am thay dbi (thdy r5) ndng d6 ciia chit dém 1.

Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc c6 thé tao ra va t81 vu hoa céc két
hop khac dé dat dugc dung dich twong ty.

Nhu duge md ta, cach wu tién hon dé 4p dung phuong phap theo sang ché 1a sir
dung kit xét nghiém chén doén, bao gdm céc thanh phén khéc nhau cin thiét dé sir dung
phuong phép nay.

Do d6 khia canh khac ciia sang ché dé cap dén kit xét nghiém chén doan dé thuc
hién phwong phap theo sang ché.

Theo séng ché, “kit xét nghiém chin doan” d& cap dén kit gdm cac phan dé thuc
hién phuong phép theo sang ché. Kit niy bao gdbm mét hoic nhidu thanh phén dé sir
dung phuong phap, cu thé 1a: chit mang chtta epitop TAVSPTTLR cua CSFV E2 dugc
¢b dinh vao pha rén, va chit mang chira epitop TAVSPTTLR d6t bién ctia CSFV E2.
Céc thanh phin nay nén ndm trong dang va d6 dung thuan tién, tlly y véi céc chét dém
d8 pha loang va u mAu, phong bé, hoic rira, va tily y c4c huéng din vé cach thuc hién
phuongphép,Vécédldocvalﬁéikétqui

Theo mét phwong an, kit c6 thé bao gbm @b dung c6 nhiéu giéng, nhu dia vi
phiém. Giéng cta dd dung c6 thé dugc xit ly dé chira mot hodc nhiéu thanh phan dé st
dung trong phuong phap theo séng ché.

Theo phuong an duge vu tién cla kit xét nghiém chin doan theo sang ché, protein
CSFV E2 ¢6 epitop TAVSPTTLR dugc cb dinh vao giéng cia dia vi phiém.

Céc hudng din dugc bao gdm iy ¥ trong kit xét nghiém chén doan theo sang
ché, c6 thé vi du duoc viét trén hdp chira c4c thanh ph?ln cua kit; c6 thé ndm trén to
huéng din st dung trong hdp d6; hodc co thé xem dugc, hoic tai vé tir, trang web
internet ctia nha phan phéi kit, v.v..

Theo sang ché, kit xét nghiém chén doén ciing c6 thé cung cdp cac phan dugc
néu (lién quan dén kinh doanh thwong mai), vi du trén trang web internet, dé sir dung
két hop trong thir nghiém bao gdm phuong phép theo sang ché.

Theo mdt phuong 4n, kit xét nghiém theo sang ché co6 thé dya trén mot trong cac
kit xét nghiém thuong mai da biét dbi véi khang thé CSFV E2 kiéu dai, nghia 1a gin
nhu giéng v6i, vi du, PrioCHECK® CSFV Ab 2.0 (Prionics), hodc IDEXX CSFV Ab
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Test® (IDEXX), v6i bién dbi dé thich Gmg véi viée G ddng thoi véi thanh phan bd sung.
Bién dbi nay c6 thé lién quan dén cic huéng din cho ngudi sir dung da duge stra d6i, aé
cung cp cac hudng din vé viéc i dong thoi. Ngoai ra, kit ndy c6 thé cung cip thém dd
dung chira ché phim dong kho chira chit mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién cua
CSFV E2, dé dugc tao huyén phu lai, vi du, trong chit dém 1. Theo cach khac, kit xét
nghiém c6 thé bao gdbm dd dung chira dung dich gdc cia chit dém 1 ¢ ndng dd cao hon
so v6i ndng do sir dung cudi cling cia né, va d6 dyung chira dung dich chira chit mang
chtra epitop TAVSPTTLR d6t bién ciia CSFV E2, d sir dung v6i dung dich gbc chat
dém 1 trong budc i ddng thoi. Mot sb phuong 4n khac dé két hop cac thanh phén cia
kit xét nghiém chén doén theo sang ché c6 thé dugc hidu ro duge bdi ngudi cd hiéu biét
angbhﬂ1Uong1hﬂlqu]Dodé,cécphuongénnaynﬁnluongphanlvicﬁaséngché

Do d6 theo mdt phuong an, kit xét nghiém theo sang ché bao gdbm dd dyng chira
ch4t mang chira epitop TAVSPTTLR dot bién ctia CSFV E2.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cip dén viéc st dung chét mang chira epitop
TAVSPTTLR dot bién cia CSFV E2 cho budc G ddng thdi trong phuong phép theo
sang ché, hoic trong kit xét nghiém chén doéan theo séng ché.

Viéc str dung nay giup phat hién khang thé CSFV kiéu dai trong mau xét nghiém
dong vat, dac biét 1a dbi v6i mAu tir dong vat dd dugc chung ngira khang CSF bing
vacxin CSFV chira protein CSFV E2 chura epitop TAVSPTTLR dot bién. Viéc st dung
nay gitp lam giam diém s duong tinh gia bét ky, nhu d& mo ta.

Theo mot phuong é&n, viéc st dung theo sang ché d& cap dén str dung chit mang
chira epitop TAVSPTTLR d6t bién ciia CSFV E2. Tét hon 1a chét mang nay la protein,
va t6t hon 13 protein nay 1a protein CSFV E2, va t6t hon 13 protein CSFV E2 1a protein
thanh thuc day du.

Ung dung c6 1oi khéc ctia phuong phép phat hién theo sang ché 12 ing dung cta
n6 vao phuong phéap DIVA dé chiing ngira va phat hién CSFV. Piéu nay cho phép phan
biét gifta dong vat dugc ching ngira khang CSFV va dong vat bi nhiém CSFV. Chi véi
phuong phap theo sang ché, va nho d6 triét tiéu cac diém sd duong tinh gia, viéc phan
biét v& mit huyét thanh theo céch nay 1a kha thi, khi viéc ching ngira 1a bang cach sir
dung vacxin khang CSF chira protein CSFV E2 chira epitop TAVSPTTLR dot bién.

Do d6, theo khia canh khac, sang ché d& cap dén phuong phap phan biét gitta
dong vat bi nhiém CSFV kiéu dai va dong vat dugc ching ngira khang CSFV bang
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vacxin CSFV, trong d6 vacxin ndy chira protein CSFV E2 chua epitop TAVSPTTLR
d6t bién, va phuong phap nay bao gdbm bude str dung phuong phap phat hién theo sang
ché, hoic bao gdm budc sir dung kit xét nghiém chén doan theo sang ché.

Phuong phap phén biét theo sang ché 12 phwong phép chén do4n in vitro, st dung
mau xét nghiém dong vat nhu duge md ta & trén. Ngudi co hiéu biét trung binh trong
Iinh vuc s& nhén ra ring phuong phap phan biét theo sdng ché nhu thé nay, bao gdm cac
két qua v& diém s6 chan doan cho cac miu xét nghiém dugc diéu tra. Cu thé 1a viéc phat
hién khang thé protein CSFV E2, b%mg sw ¢6 mit hodc ving mit cia chung, hodc ndng
d6 cua chung & tri sb tuyét d6i, hoic tri s6 tuong dbi so vi tri sb ciia miu dbi chimg.

P4u vao cho phuong phap nay 1a miu xét nghiém tir d6i twong; d6i twong nay tot
hon 12 lon; mAu xét nghiém tdt hon 13 m&u mAau, tét hon nita 13 mAu huyét thanh hozic
huyét twong.

Dé thuc hién viéc phan biét sau cling giita dong vat bi nhiém va duge ching ngira,
diém s6 xét nghiém cén duoc dién giai 13 duwong tinh hogic 4m tinh; trong thuc té didu
nay c6 nghia 1a: trén hodc dudi ngudng nhét dinh. Viéc nay c6 thé duoc thyc hién mot
cach thuéan loi béng cach dua vao xét nghiém nhiéu mau tham chiéu chudn duogc xét
nghiém ciing v6i cdc mau xét nghiém. Viéc nay dwge mo ta trong phan vi du. M4u tham
chiéu duong tinh va am tinh c6 thé duoc tao ra & dong vAt, hoic c6 thé thu dugc tir mot
sb vién, va phong thi nghiém chuln, vi du Phong thi nghiém chuén cong déng cho CSF,
¢ Pai hoc thu y, Hannover, Duc.

Sau khi tinh diém mAu xét nghiém 12 duong tinh, 4m tinh, hodc nghi ngd, diém
nay c6 thé duge ngoai suy dé chin doan cho dong vat cho miu xét nghiém 1a duong
tinh, 4m tinh, hodc nghi ngd nhidm CSFV kiéu dai.

Trong trudng hop dong vét dugc chin doan duong tinh (hodc nghi ngd), thi — ph
hop v6i quy dinh ctia chinh phu - dong vat nay co thé dugc xtr Iy bang cach ching nglra
va/hodc duoc cach ly, hodc bi ti€u huy theo céch cé trach nhi¢m.

Do d6 theo mot phuong 4n ciia phuong phap phan biét theo sang ché, phuong
phép nay ciing bao gdm mdt hodc nhiéu budc duge chon tir budce sau:

- budc thu miu xét nghiém

- budéc dién giai cac két qua xét nghiém thu duogc, bang cach so sanh véi cac

két qua ctia mAu tham chicu duong tinh va am tinh.
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— bude so sanh cac két qua xét nghiém thu duge clia mau nay véi tri s&
ngudng dugc xac dinh trude,

—~ budc chdm diém mau 13 dwong tinh, 4m tinh, ho#ic nghi ngd chira khéng
thé khang CSFV kiéu dai,

- bude chdn doan miu cho 1a dwong tinh, 4m tinh hoic nghi ngd nhiém
CSFV kiéu dai, hogc

- bude (khuyén nghi) xir Iy dong vat cho mAu, dva trén két qua duong tinh
hogc nghi ngd tir viéc chén doan tinh trang nhiém CSFV kiéu dai, bing cach ching
ngtra, cach ly, va/hogc tiéu huy.

Theo mdt hogic nhiu phuong an duge wu tién, mAu nay 1a miu huyét thanh, hogc:
céc két qua xét nghiém 13 diém s6 ty 16 phén tram tc ché ELISA.

Theo phuong 4n dugc uu ti€n, mau xét nghiém thu duge tir dong vat 13 lgn da
duoc ching ngtra khang CSF bang vacxin CSFV chtra protein CSFV E2 chua epitop
TAVSPTTLR dot bién.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cép dén phuong phép in vitro dé chin doan
tinh trang nhiém CSFV, phuong phap nay bao gdm budc sir dung phuong phap phat
hién theo sang ché, hoic bao gdm budc sir dung kit xét nghiém chin do4n theo séng ché,
va trong d6 sy cé mit cua khéng thé khang CSFV kiéu dai dugc x4c dinh twong quan
v6i didm s cia mAu tham chiéu dwong tinh va 4m tinh.

Theo khia canh khac cua sang ché, phuong phap phat hién theo séng ché, hoic
kit xét nghiém chén doén theo sang ché, duoc sir dung dé trix tan géc bénh CSFV, hoac
trong chuong trinh kiém soat qubc gia, nhu chin doén ddng hanh, cling véi viéc ching
ngira bing vacxin CSFV.

Vi viée két hop nay phuong phéap DIVA cho CSFV ¢6 thé duoc img dung, cho
phép phéan biét gitta dong vat bi nhiém véi dong vat dd dugce chung ngura.

Do d6, theo khia canh khac, sang ché d& cap dén phuong phép kiém soat bénh
nhidm CSFV kiéu dai trong quén thé dong vat 14 lon, bang cach sir dung két hop vacxin
CSFV chira protein CSFV E2 chtra epitop TAVSPTTLR dot bién, va kit xét nghiém
chén doan theo sang ché.

Vi sang ché gitp 1am gidm manh diém s6 dwong tinh gia, mau (huyét thanh) tir
dong vat da dugc ching ngira hién c6 thé dugc x4c dinh mot cach tin cay 13 4m tinh v6i

khang thé khang CSFV kiéu dai. Chi dong vt duong tinh thit can dugc chon ra, va
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dugc ap dung cac bién phap kiém soat va céach ly thich hop trong ngit canh clia chuong
trinh kiém so4t, dap dich, hodc trir tn géc.

Do d6 viéc st dung két hop vacxin CSFV va phuong phap chén doan cho phép
thay thé chinh sach dap dich khéng mong mubn va rit tén kém bang chuong trinh trix
tan gbc CSFV dua trén vacxin c6 c4u tric, 1am giam dau dén cho dong vt va chi phi
kinh té.

“Quén thé dong vt 1a lon” c6 thé dugc 1y duéi dang nhém & cép dia phuong
(trang trai), khu vuc, hodc thdm chi quéc gia. Chi tiét va quy trinh dé “sir dung két hop”
s& phu thudc vao quy trinh chiing ngira dugce quy dinh cho vacxin CSFV (danh diu) cu
thé cin duogc sir dung. Hiéu qua cla viéc sit dung két hop ciing s& phu thudc vao cic nhu
cdu va Iy do dé sang loc, hodc thim chi vao quy dinh cu thé cua chinh phi can dugc
tuén tha.

Mot sb vi du: trong truomg hop ching ngira thong thuong, lon s& dugc chung
ngura khang CSFV mot 14n hodc hai 1an lic con non, va dugc ching nglra ting cudng vi
du, & khoang cach hang ndm. Cac dong vat nay co thé duoc xét nghiém bat ctt khi nao
nghi ngd bénh nhidm CSFV kiéu dai xuét hién. Theo cich khac: lon dé xuét khéu da
duge ching ngira, c¢6 thé dugc xét nghiém ngay trude ngay dinh xuét khéu cua chung.
Ngoai ra: trong trudng hop nghi ngd nhiém CSFV hodc trong trudng hop ¢6 dich CSFV,
viéc chiing ngira va xét nghiém co thé dugc thuc hién trong khoang thoi gian ngén, theo
tudn, tham chi c6 thé theo ngdy. Cac phuwong 4n ndy, va phuong 4n khac c6 thé hiéu
duge v6i ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vuc, déu nam trong pham vi clia sing
ché.

Trong thuc té, khi méu c6 diém s6 dwong tinh hodc 4m tinh véi khdng thé CSFV
kiéu dai, viéc x4c nhan c6 thé dat dugc bé'mg cach xét nghiém lai miu tlr cing mot dich,
nhung tir thoi diém khac, hozic bang cach xét nghiém cac dong vat khdc tr cing mot dan
hoac khu vuc. Theo cach khéc, két qua co thé dugc xac nhan bang cach st dung k§ thuat
khac, va loai miu khéc, vi du bé‘mg cach phat hién virut trong méau, mo, nudc mili, hodc
phén bang xét nghiém trung hoa virut, hodc bang cach phat hién axit nucleic virut. (vi
dy, bang PCR)

Sang ché hién s& tiép tuc duge mo ta bing cac vi dy, khdng gi6i han, sau day.
Vi du thuec hién sang ché

Vi du 1: Xét nghiém mAu cia lon:
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1.1.  Mau xét nghiém:

Cac mau xét nghiém dugc sit dung trong vi dy 1 thu dugc tir Vién thd y trung
uwong (Lelystad, Ha Lan), va dugc md ta trong Kortekaas et al., 2011 (néu trén). N6i
ngén gon: lon huyét thanh 4m tinh 8 tuin tudi dugc ching ngira bang vacxin CSFV
séng: dua trén virut chiing C hogc virut vFlc-APTal. Cdc miu mau dugc 14y qua nhiéu
tudn. Huyét thanh dugc chudn bi dé xét nghiém. O thoi diém 28 ngay sau khi ching
ngira, cic dong vét dugc giy nhiém thir bing CSFV kiéu dai.

1.2.  Xét nghiém ELISA cia giai phap d biét:

Nhu dugc mo ta bai Kortekaas et al., 2011 (néu trén), huyét thanh lon thu duoc
duoc xét nghi€ém bﬁng cach str dung ELISA thuong mai: PrioCHECK® CSFV Ab 2.0
(Prionics). Quy trinh nay dugc thyc hién theo hudng dan cta nha san xuét, ndi ngin
gon: st dung cac dia vi phiém da dugc phu, va chit dém mau cua kit duoc pha ché. Cac
mau dbi ching duge thém vao cac giéng cu thé, va cac miu xét nghiém (huyét thanh
lon) duge thém vao cac giéng khéc. Tiép theo, cac dia duoc 1, rira, va dang lién hgp
duoc pha ché. Cac dia lai duoc G va rira, va cudi cing chét phén Ging tao mau dugc thém
vao, dugc i va sau d6 dimg lai. Tiép theo, cac dia duogc doc bing cach do OD. Ty 1&
phén trim tic ché ELISA dugc tinh toan dya trén chudn dwong tinh. Céc két qua duoc
md ta trong Fig. 1A, 14 cac két qué so sanh, gin nhu gidng Fig.4A ctia Kortekaas et al.,
2011 (néu trén). Déi véi ELISA ndy, giéi han dé phéan biét duong tinh/am tinh 13 kha
nang trc ché 40%.

Tir c4c két qua ndy, rd rang 1a: ca miu huyét thanh cta lon d3 dugce ching ngira
bing chung C (dwdng nét dit), cling nhu cdc mu tir lon da dwoc ching ngira bang
vacxin danh d4u virut vFlc-APTal (dudng lién nét), dép tmg duong tinh theo thoi gian;
tic 1a gy ra kha nang trc ché 40% hoic cao hon. Do d6 khong thé c6 sy phén biét 1d
rang gitta dong vat dugc ching ngira bang vacxin chiing C hozc bing vacxin CSFV danh
déu (tic 13 virut vFlc-APTal).

1.3.  Xét nghiém lai cic mAu cua giai phap da biét:

Céac mau huyét thanh nay cta Kortekaas et al. 2011 (néu trén) sau d6 dugc xét
nghiém lai bang cach sir dung ELISA thuong mai khac d6i voi cac khang thé CSFV E2:
IDEXX CSFV Ab Test® (IDEXX), theo huéng din ctia nha sén xuét, va v6i quy trinh

gén nhu gidng véi quy trinh ctia Prionics ELISA dugc mo ta & trén.
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Céc két qua duoc thé hién trén Fig. 1B, va thanh ngang mau ghi biéu thi giéi han
phéan biét duong tinh/am tinh trong xét nghiém nay, theo d6: 4m tinh 1a kha néng trc ché
30% hodc thdp hon; duong tinh 13 kha ning e ché 40% hoic cao hon; diém s6 nam
trong khoang kha ning trc ché tir 30 dén 40% 1 mAu nghi ngd. Cac két qua ma tai d6
murc do e ché 1 tri s6 4m tinh, thé hién cac mau c6 cac tri s6 OD cao hon ciia déi chung
am tinh. D4y c6 thé duoc coi 1a cac tri s rc ché 0%.

RS rang tir dd thi, va twong tw véi cac két qua trong Prionics ELISA, gin nhu
toan bo cic miu phan tmg duong tinh theo thoi gian; chi mdt con vét duge chung ngira
bing vacxin danh diu (Ign sé 3161) vAn 4m tinh hoan toan. Hai mu tir on s6 3163 va
3164 c6 tri sb ting dot bién o thoi diém 42 hodc 49 ngiy sau khi chiing ngira, didu nay
c6 thé lién quan dén phan tmg gy nhiém; cic miu khéng thé dugc xét nghiém lai vi
thiéu nguyén lidu.

1.4. Cac protein E2

Protein E2 dugc tao ra d& st dung trong budce t ddng thdi cho phurong phép theo
sang ché, tir gen E2 ctia virut CSFV tir chiing C va tir virut vFlc-APTal. Ban dAu, trinh
tu nucleotit cia gen E2 cia chiing da dugc t6i wu hoa codon dé biéu hién trong hé biéu
hién t€ bao con trung-Baculovirut, méc du chi st dung cac dot bién cam. Tiép theo ADN
theo trinh tu da t6i wvu hoa dugc tdng hop héa hoc va dugc tach dong vao plasmit
pFastBac® (Life technologies), sau trinh tir khdi dong polyhedrin. Catxet biéu hién dugc
chuyén bang chuyén vi dic hiéu vi tri vio ADN bacmid tai t6 hop va dugc khuéch dai
trong vi khuin kha nap DH10Bac Escherichia coli. Tiép theo, ADN bacmid dwgc phan
1ap, va dugc st dung dé chuyén nhiém té bao con trung Sf9. Baculovirut tai t6 hop thu
dugc tr dich ndi chuyén nhiém duogc sit dung @ gay nhiém té bao con tring SO méi.
Baculovirut dugc phén 14p va dugc st dung dé gay nhiém té bao con tring Sf21 duoc
nudi cdy trong binh phan tmg sinh hoc 2 L. C4 hai protein E2 déu dugc biéu hién trong
cac moi trudng nudi cdy ctia binh phan tng sinh hoc nay, chu yéu trong dich ndi. Dich
ndi duge thu gom, va protein E2 dwoc phan 1ap bang séc ky cdt 4i luc, trén cot Sepharose
da duoc két hop voi khang thé don dong dic hiéu epitop TAVSPTTLR. Protein E2 d4
tinh ché dugc thu hoach tir cot, va dugc dinh luong bang ELISA trc ché.

Bing cach st dung dién di gel SDS, protein E2 da biéu hién v tinh ché dugc dic
trung &: dai don khoang 80 kDa quan sét dugc, & do tinh khiét khoang 80%. E2 sau d6

dugce dinh lugng trong Elisa, tiép theo viéc can cdc mau chudn. Protein CSFV E2 dugc
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bidu hién téi td hop ¢ epitop TAVSPTTLR dét bién c6 thé thu dugc thong thuong dudi
dang dung dich gdc tinh ché khoang 800 pg/ml.

1.5. Phét hién bing phuong phép theo sang ché:

Phuong phéap phat hién khang thé khang CSFV kiéu dai trong miu xét nghiém
theo sang ché dugc 4p dung trén cac miu ctia Kortekaas et al., 2011 (néu trén) da mo ta
trén day.

Quy trinh nay chu yéu dwa trén quy trinh ddi v6i IDEXX ELISA, c6 thém budce
1 ddng thoi. Néi ngén gon: kit xét nghiém IDEXX CSF Ab dugc sit dung theo cac hudng
din cta nha san xuit, ngoai trir: chit pha loang mAu tiéu chuln cua kit dugc thay bang
dang dam dic 2x. Sau d6 25 ul (ntra thé tich quy dinh trong quy trinh cta kit xét nghiém)
ctia dung dich pha lodng miu 2x nay dugc u dbng thoi trong cac giéng dugc phi E2 véi
50 pl mAu huyét thanh va 25 pl dung dich protein CSFV E2 c6 epitop TAVSPTTLR dot
bién dugc biéu hién bsi Baculovirut, sao cho khoang 1 pg E2/ giéng c6 mit.

Protein CSFV E2 c6 epitop TAVSPTTLR dot bién ma dugc st dung trong cac
budc t ddng thoi ndy 1a E2 dugc chita trong virut vacxin vFlc-APTal.

Céc két qua thu duge dugc thé hién trén Fig. 1C, va minh hoa cho sy khéc biét
v6i cac két qua clia ciing xét nghiém ma khong c6 bude i ddng thoi (Fig. 1B); hodc véi
xét nghiém tuong ty, ma khong cé budc u ddng thoi (Fig. 1A). TAt ca cic miu tir lgn
dugc ching ngira bang ching C déu phan tng duong tinh, trong khi tit ca cac mau tir
lon dugc ching ngira vacxin danh d4u déu phan tng 4m tinh. Khong phat hién dugc téc
dung cua viéc ching ngira ting cudng, va tham chi cic tri s ting d6t bién quan sat dugc
& lon s6 3163 va 3164 13 duéi ngudng. Theo céch nay, xét nghiém DIVA hitu hiéu cudi
cung ciing da kha thi d6i v6i vacxin CSFV séng nhugc ddc.

Khi xét nghi€ém nay duoc lap lai bang cach st dung protein E2 tir CSFV kiéu dai
cho budc u ddng thoi (khong duge thé hién trong ban md ta nay), cac két qua nay déu
khac: tAt ca cdc mAu c6 diém sb am tinh, ngay ca cac mau tir lgn dugc chung ngira bing
chung C. Do d6, day khong phai 1a lya chon hitu ich.

Viéc dua vao bude u ddng thoi ciing duge thuc hién trong quy trinh co ban cia
PrioCHECK® CSFV Ab 2.0 ELISA (Prionics). C4c két qua gin nhu giéng nhu vay
duoc quan sat thiy: sy giam rat hiru hiéu cac két qua duong tinh gia, chi dé lai cac mau

duong tinh dtng c6 diém sé duong tinh (& ddy 1a: kha ning rc ché ELISA trén 40%).
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1.6. Tbng két cac két qua tir viéc xét nghiém lai cic mAu cla cac giai phap
trude day:

Céc két qua ciia cac xét nghiém nhu duge md ta & trén dugc trinh bay trong bang
1. Bidu nay cho thdy xép loai ma dong vat duogc ching ngira tir xét nghiém Kortekaas
2011 (néu trén) da nhan dugc, khi duge xét nghiém vé kha ning duong tinh/nghi ngd
v6i khang thé CSFV 1a khac nhau, phy thudc vao phuong phéap phat hién khéng thé E2
duoc st dung. R& rang, chi bang cach sit dung buéc u ddng thoi v6i chit mang chira
epitop TAVSPTTLR 4ot bién ctia CSFV E2, dong vat dugc ching ngira bing vacxin
CSFV chtra protein CSFV E2 chira epitop TAVSPTTLR dét bién, c6 thé dugc phan biét
13 rang v6i dong vat bi nhiém CSFV kidu dai hodc duoc ching ngira bang ching C.

Bang 1: S8 lugng dong vat tir xét nghiém Kortekaas 2011, chim diém nghi ngd
hodc dwong tinh v&i khang thé CSFV bang cach st dung cac phuong phép khac nhau
d& phat hién khang thé CSFV E2.

Phuong phép phat hién khang thé CSFVE2 |Puogc ching | Pugc chung
ngira kidu dai | ngira  vacxin
d4nh du
Prionics ELISA 4/4 5/5
IDEXX ELISA 4/4 4/5
IDEXX ELISA + 1t dong thoi véi E2 kiéu dai | 0/4 0/5
IDEXX ELISA + u ddng thoi v6i E2 dot bién | 4/4 0/5

Vi du 2: Thiét 14p tinh dic hiéu va dd nhay ciia xét nghiém.

Dé x4c dinh 12 tinh dic hiéu va d6 nhay cuia phuong phép theo sang ché it nhét
teong duong v4i ELISA khéng thé CSFV E2 thuong mai chuin, lugng 16n mau (khoang
900) dugc xét nghiém bang cach sit dung mot trong cac phuong phép theo sang ché.
Céac mau sin cé boi Dr. W.L. Loeffen, tir bd suu tip ciia Phong Virut hoc, Vién thu y
trung wong, Lelystad, Ha Lan, va bao gdm nhém trén 400 huyét thanh lon hién trudng
am tinh CSFV tir Ha Lan, nhom trén 400 mAu tir lon bi nhiém CSFV tht nghiém ma da
dugc 14y mau qua vai tudn, va nhém khoang 80 mAu huyét thanh lon tir c6 ngudn gbc
hén tap; nhém cudi ciing ndy chira huyét thanh duong tinh va am tinh, tir lgn da duoc
ching ngtra khang hodéc bi nhiém CSFV, ciing nhu lgn bi nhiém chiing BVDV, hogc
BDV, ciing nhu mdt s& bénh nhiém tring két hop.

Pé sir dung phuong phép theo séng ché, tAt ca cac miu dugc xét nghiém bing

cach sir dung quy trinh va vat liéu cua kit xét nghiém IDEXX CSF Ab, st dung cac dia
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da dugc phu truée, miu dbi chimg dwong tinh va am tinh, thé lién hop khang thé don
dong A18, co chit phan tmg tao mau, dung dich dirng, va dung dich rtra. Sy sai khac chi
13 chét pha logng miu dugc thay thé bang phién ban dam dic 2x cia chit pha lodng do,
dugc st dung b?mg ntra thé tich theo quy trinh xét nghiém; ntra thé tich con lai dugc tao
ra bing céch thém dung dich chira protein CSFV E2 ¢6 epitop TAVSPTTLR dot bién,
cu thé 1a protein E2 chira trong virut vFlc-APTal. Cdc miu d6i chimg dwoc xét nghiém
hai 14n, mAu xét nghiém mot 1an.

Dién giai cac két qua wrc ché ELISA 1a giéng nhu d6i véi ELISA thuong mai: am
tinh 13 & kha niing tc ché 12 30% hoic thap hon; dwong tinh 1a & kha ning e ché 12 40%
hoiic cao hon; diém sb cia kha ning vrc ché nam trong khoang tir 30% dén 40% 12 mau
nghi ngo.

2.1.  Céc mAu hién truong 4m tinh CSFV:

Nhém huyét thanh hién trudng 4m tinh thudng c6 diém sb v& kha nang wc ché
ELISA nim trong khoang tir -20% dén 0%. Céc két qua dugc thé hién trén Fig. 2. Diém
sb trung binh tr 413 mAu 1a: -11% * 5,2%. Didu nay phil hop véi mong doi: tat ca cac
mau c6 diém s thap hon nhiéu so véi tri s6 ngudng d6i v6i trudng hop nghi ngd/duong
tinh (kha nang trc ché ELISA 30%), va viéc sit dung phuong phép phét hién, va phuwong
phép phén biét, déu theo sing ché khong tao ra diém s6 dwong tinh gia bét ky tir cac
mau 4m tinh dang. |

2.2. Céc mau thi nghiém duong tinh CSFV:

Phén tich nhém trén 400 mAu duong tinh CSFV dugc 14y theo thoi gian, da chimg
minh d6 nhay ctia phuong phép theo sing ché 1a tét. Céac két qua dugc biéu dién trén
Fig.3, va thé hién rang dic biét & cac 14n d4u sau gay nhiém, phuong phap theo sang ché
cung cAp cac két qua cho phép nhidu miu dugc phan loai 1 duong tinh hon va it mau
dugc phan loai 1a nghi ngd hodc 4m tinh hon so véi ELISA khéng thé CSFV E2 thuong
mai. D& thdy nhét 13 & 14 ngay sau gdy nhiém, va vin phan ndo & 21 ngay sau nhiém.

Do d6 didu nay chimg minh rang d6 nhay ctia cdc phuong phap theo sing ché,
trong viéc phat hién chinh xac cac trudng hop duong tinh dang, it nhét 13 tbt nhu ELISA
khang thé CSFV E2 thwong mai, hodc né6i cach khac, viéc dua buéc i ddng thoi vao
mét budc ctia ELISA khang thé CSFV E2 hién nay khong anh hudng bét loi dén do
nhay cua xét nghiém.

2.3.  MAu tron:
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Mot nhém gdm khoang 80 mAu thudc nhidu loai khac nhau dugc xét nghiém bang
cach st dung phuong phap theo sang ché, dé so sanh céc két qua nay véi két qua tir
ELISA thuong mai chuén. Cac mau khic nhau 13 tir cic panen di biét nhu ‘Erns
workshop’, ‘panen tham chiéu CSFV EU”, v “panen tham chiéu Pestivirus’ ndi bo CVI
Lelystad.

Cac mAu va ma cua ching dugce liét ké trong bang 2, cing véi cac két qua cia
viéc phat hién khang thé khang CSFV E2, bing cach st dung phuong phap theo séng
ché (dwgc bidu thi trong cot ‘Sang ché’), hodc bang cach sir dung ELISA khang thé
CSFV E2 thuong mai (dugc biéu thi trong cot ‘Thwong mai’). Cot dugc danh s6 mau
chi nhim muc dich tham khéo: cic mau 1 - 54 1 huyét thanh tir cic mAu hién trudng
ctia dong vAt bi nhiém céc chiing CSFV khéc nhau, hogic dugc ching nglra khédng CSFV;
cac mau duge 14y & cac ngay khic nhau sau khi gay nhiém (dpi) hodc céc ngdy sau khi
chiing ngira (dpv); cac mAu 55-60 13 trudng hop am tinh dting; cic miu s6 61-67 1a huyét
thanh tir cc tredng hop nhidm BVDV; miu 68 tir truong hop nhiém BDV; va céc mau
69-76 tir cac truong hop nhidém két hop.

Céc két qua dugc thé hién dudi dang diém s ty 1& phan trim trc ché ELISA, va
dugc xép loai theo bang tinh diém ctia ELISA thuong mai.

R rang tir cac két qua trong bang 2, d6i véi phén 16n miu duge xét nghiém, cac
két qua thu dugc bang cach sit dung cac phwong phap theo sang ché tao ra diém sb vé
ty 16 phan tram Grc ché ELISA c6 tinh phén biét hon so véi ELISA thuong mai. Chi trong
hai trudng hop két qua nhd sir dung phuong phap theo séng ché 1éch theo hudng tiéu
cuc, so v6i ELISA thuong mai: cdc mau 23 va 75. Khong biét lidu c6 15i trong khi thuc
hién xét nghiém hay khong. Do d6, phuong phap theo sang ché it nhét 13 nhay bang
ELISA thuong mai d6i v6i khang thé CSFV E2.

Diéu nay c6 thé c6 hé qua déng ké, vi d6i voi mot s6 mau ELISA thuong mai va
phuong phap theo séng ché 1am phat sinh cac xép loai khac nhau. Vi du 1a: miu s6: 8,
25, 28, 38, va 45, dugc Xép loai 13 ‘nghi ngd’ bdi ELISA thuong mai, nhung theo céc
phuong phap cia sang ché cin dugc xép loai 14 ‘duong tinh’ v6i khang thé CSFV E2.
Tuong tw, mau sb 37 can thay dbi vé xép loai tir Am tinh sang nghi ngd.

Chi v6i hai mau, s 23 va 75, két qua cia phuong phép theo séang ché 14 4m tinh,
mic di diém s bai ELISA khang thé E2 thwong mai 1a duong tinh. Ldi thi nghiém, &

mot trong cac xét nghiém, cé thé 14 nguyén nhén.
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Bang 2: Céc két qua phat hién ctia khing thé CSFV E2 trong tap hgp mau tron,
dugc thé hién bing ty 18 phin trim &c ché ELISA.

# [Loai/ngudn gbc miu Sang ché |Thuwong mai # [Loai/ngudn gc miu Sang ché |Thwong mai
1 {pr83-01/ Denissen 49 dpi/ CSFV 105 94 39|CSF D29 95 76
2 |pr 86-01 / Alfort 120 dpi / CSFV 105 94 40|CSF D18 75 56
3 |pr 96-16 / cedipest 28 dpi / CSFV 69 48 41|CSF D20 77 61
4 |pr96-16 / cedipest 28 dpi / CSFV 81 51 42|CSF0123, 14dpi 45 41
5 |pr 96-16 / cedipest 28 dpi / CSFV 61 53 43|CSF0277, 17dpi 86 69
6 |pr. 96-04 / v. Zoelen 46 dpi / CSFV 96 77 44|CSF0650, 20dpi 76 52
7 |pr 95-05 / E2-vacc. 35 dpi / CSFV 95 84 45|CSF0902, 21dpi 49 34
8 |pr 95-05 / E2-vacc. 35 dpi / CSFV 48 31 46|CSF0123, 20dpi 73 53
9 |pr 95-05 / E2-vacc. 35 dpi / CSFV 76 56 47|CSF0277, 25dpi 79 62
10|pr 96-05 / Bergen 28 dpi / CSFV 89 72 48|CSF0302, 26dpi 85 62
11{pr 96-05 / Bergen 28 dpi / CSFV 77 56 49|CSF0573, 26dpi 74 56
12|pr96-05 / Bergen 35 dpi / CSFV 76 61 50|CSF0104, 29dpi 89 69
13|pr 96-04 v. Zoelen 27 dpi / CSFV 76 52 51|CSF0695, 33dpi 81 71
14|pr 96-04 v. Zoelen 27 dpi / CSFV 89 68 52|CSF0573, 33dpi 85 69

15|pr 96-04 v. Zoelen 27 dpi / CSFV 76 48 53|CSF0123, 43dpi 95 84

16|pr 96-06 / Henken 28 dpi /CSFV 77 50 54|CSF0104, 77dpi 94 87

17|pr 96-06 / Henken 28 dpi /CSFV 78 53 55[pr 90-07 / te Breteler / BVDV 8 -7

18{pr 96-06 / Henken 28 dpi /CSFV 82 56 56|pr. 83-04 / Borgers / BVDV 6 24

19{pr 96-06 / Henken 28 dpi /CSFV 86 62 57|pr. 83-04 / Borgers / BVDV 2 -13

20|pr 98-04 / Cedipest 49 dpv / CSFV 74 59 58|pr. 83-04 / den Otter / BVDV 12 0

21|pr98-04 / Cedipest 49 dpv / CSFV 88 71 59|pr 83-04 / Kossink / BVDV 1 -5

22|pr98-04 / Cedipest 49 dpv / CSFV 96 83 60|{pr 83-04 / Poels / BVDV 20 29

23|pr98-04 / Cedipest 49 dpv / CSFV 7 48 61|BVD D69 0 18

24|pr98-04 / Cedipest 49 dpv / CSFV 82 64 62|BVD D34 15 -6

25|pr 98-08 / isolat 97-01 (Melis) 14 dpi / CSFV 52 38 63|BVD D69 1 2

26|pr 98-08 / isolat 97-01 (Melis) 18 dpi / CSFV 74 63 64(BVD 10421/96, 34dpi -11 0

27|pr98-08/ isolat 97-01 (Melis) 15 dpi / CSFV 23 10 65|BVD NADL/Osloss, 179dpi 3 2

28|pr 98-08/ isolat 97-01 (Melis) 18 dpi / CSFV 51 37 66|BVD Arnsberg, 69dpi -8 -2

29|pr 98-08 / isolat 97-01 (Melis) 14 dpi / CSFV 6 16 67|BVD Il Giessen, 64dpi -5 -7

30|{pr 98-08 / isolat 97-01 (Melis) 18 dpi / CSFV 12 4 68|BD "F -9 1

31|pr 98-08/ isolat 97-01 (Melis) 18 dpi / CSFV 72 47 69|pr 94-13 / strain "F" / BDV 9 -1

32|pr 98-08/ isolat 97-01 (Melis) 18 dpi / CSFV 79 55 70|pr 94-13 / strain "F" / BDV 58 45

33|CSF D33 79 67 71|pr 94-13 / strain "F" / BDV 85 75

34|CSF D14 36 24 72|pr 97-17 / veld CSFV-BVDV 3 15

35|CSF D21 41 27 73|pr 97-17 / veld CSFV-BVDV 12 29

36|CSF D26 87 61 74|pr 97-17 / veld CSFV-BVDV / CSFV 28 dpi 83 73

37|CSF D15 39 25 75|pr 97-17 / veld CSFV-BVDV / CSFV 28 dpi 14 41

38|CSF D21 58 38 76|BD+CSF D20 80 56
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép phat hién khang thé khang virut gy dich ta lon cb dién (classical swine
fever virus - CSFV) kidu dai trong mAu xét nghiém, trong d6 miu nay ciing c6 thé chira
khang thé khang epitop TAVSPTTLR dot bién cia CSFV E2, trong d6 phuong phép
ndy bao gdm budc i miu xét nghiém ndy véi chit mang d3 duoc cb dinh chira epitop
TAVSPTTLR cia CSFV E2, khac biét & chd, phuong phap niy bao gdm budc t dong
thoi trong budc néu trén véi chit mang chira epitop TAVSPTTLR d6t bién ctia CSFV
E2.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 viéc phat hién 12 bing ELISA (thir nghiém hip

thu mién dich lién két enzym).

3. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 miu xét nghiém thu dugc tir dong vat 1a
lon' ma da dugc ching ngira khang CSF bang vacxin CSFV chita protein CSFV E2 chia
epitop TAVSPTTLR dt bién.

4. Phuong phap theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 3, trong d6 epitop
TAVSPTTLR dot bién ctia CSFV E2, dugc chira trong chit mang dé sir dung trong budc
 ddng thoi, 12 giéng véi epitop TAVSPTTLR dot bién duoc chira trong protein CSFV
E2 ctia vacxin CSFV dugc st dung dé ching ngira cho dong vat 13 lon ma mau xét

nghiém thu dugc tir ddng vat nay.

5. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 epitop
TAVSPTTLR d5t bién ciia CSFV E2 dugc chira trong chit mang dé sir dung trong bude
11 ddng thoi c6 trinh tyr axit amin: TAGSTLRTE (SEQ ID NO: 2).

6. Phuong phép theo diém 4 hoic 5, trong d6 vacxin CSFV dya trén virut vFlc-APTal.

7. Phwong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong 6 mot trong s
chit mang dugc cb dinh chira epitop TAVSPTTLR ctia CSFV E2 hodc chit mang chira
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epitop TAVSPTTLR d¢t bién ciia CSFV E2 14 protein CSFV E2, hoic trong d6 ca hai
chit mang déu 1a protein CSFV E2.

8. Phuong phap theo diém bt ky trong sb céc diém tir 1 dén 7, bao gdm viéc didu chinh
c4c didu kién u cua budce bao gdm t ddng thoi véi chit mang chira epitop TAVSPTTLR

dot bién cuia CSFV E2, dé thich hop vdi viéc bd sung chat mang nay.

9. Phuong phép theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8, trong d6 phuong phép
ndy dugc tmg dung dé phan biét gitra dong vét bj nhiém CSFV kiéu dai va dong vat da
dugc ching ngira khang CSFV bang vacxin CSFV, trong d6 vacxin ndy chita protein
CSFV E2 chira epitop TAVSPTTLR dot bién.
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Fig 1 B:
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Fig1C
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Fig. 2
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Fig. 3
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