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(57) Sang ché dé cap dén vecto adenovirut gia cam kiéu huyét thanh 9 (FAdAV-9) c6 it nhat

mot chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén ma hoa it nhat mot khang nguyén cua bénh dang

quan tam va thay thé ving khong thiét yeu ctia bo gen adenovirut, trong do it nhat mot
chudi nucleotit ngoai sinh ma hoa it nhat mot khang nguyén cua bénh dugc quan tim va
thay thé ving khong thiét yéu bo gen adenovirut duoc chén vao gitra cac nucleotit 491 va

2782. Sang ché ciing dé cap dén vacxin tai to hop bao gdm vecto nay va chat mang duoc

dung, chat phu trg va/hoic ta duoc.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d€ cap dén vacxin trén co s& vecto virut, va cu theé hon 1a sang ché dé

cap dén vacxin trén co sé vecto tai to hop adenovirut gia cam kiéu huyét thanh-8.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céc adenovirut 13 cac virut ADN soi kép thang, dudng kinh tir 70-90 nm, khong
dugce boc, va cé vé capsit hinh dang khdi 20 mat, ma duge tao ra boi 240 hexon, 12
penton va cac sgi kéo dai tir mdi dinh ctia khdi 20 mit. Cac hexon, penton va sgi ndy

biéu dién cac khang nguyén adenovirut chinh, va x4c dinh kiéu huyét thanh cia chung.

B6 gen adenovirut c6 kich thuée khoang 30-45kb, va co bbn ving dau (E1, E2,
E3 va E4), va nam vung sau (L1-L5).

Cac adenovirut di dugc phan 1dp tir cac loai khac nhau, hai loai chinh la
Aviadenovirut, dugc phan lap tir cac loai chim, va Mastadenovirut, dugc phan 1ap tur

cac dong vat co vu.

Céc adenovirut dugc coi 1a cac tng vién tot 1am cac vecto tai to hop dé san xuat
vacxin béi vi chiing c6 tinh 14y nhiém cao va nhiéu trong sé d6 khéng giy bénh. Ngoai
ra, cac vecto adenovirut co thé dich hiéu qua cac gen cd kich thudce 16n, va tao ra dap
tmg mién dich kéo dai & cac dong vat. Tuy nhién, cling biét rang cu tric cu thé cac
adenovirut doi hoi su nghién ciru vé cac vi tri chén cu thé cua cac gen khac loai cho
mdi loai, va gin nhu khong thé khai quat vé hanh vi sinh hoc cta cac adenovirut da

biét khac nhau khi duge chuyén dbi thanh vecto virut tai td hop.

Cho dén nay, nguoi, khi, ga, lon, trong sb cac loai khac, cac adenovirut da dugc
str dung 1am cac vecto cho tiém nang st dung nhur vacxin téi t6 hop. Cu thé, da biét
rang cac adenovirut gia cAm (FadV) la cdc tng ctt vién tiém nang dé didu ché ra
vacxin tai t6 hop. Tuy nhién, nhu s& duge md ta & dudi, kha nang sir dung thanh cong
chung & muc d6 thuong mai, cu thé 1a & nganh cong nghiép tha y, thudong bi trc ché do
khong thé dat duoc san xuit quy mo 16n ctua chung véi su 4n dinh can thiét, do viéc
san xuit cac adenovirut duoc thuc hién tir cac dong té bao ma san lugng thuong rat

kém, hodc co tinh chat ngan can viéc dat dugc su on dinh cia vecto virut trong cac lan
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cdy chuyén lién tiép, do d6 dé& hiéu dugc ngay nay khong cé vacxin duge tao vecto
trong cac adenovirut gia cAm.

Vi dy, cong bd don quéc t& sé W094/24268 mb ta cac vecto tai to hgp FAAV ¢6
it nhat mot chudi nucleotit khéc loai dugce chén, va ma c6 loi trong viéc tao ra dap timg
mién dich trong cac loai chim dé mic bénh. Theo tai liéu nay, cac vung khong thiét
yéu cta gen adenovirut ma co thé phu hop cho gen khac loai dugc thay thé hodc dugc
chen, 1a céc vung duge dit ¢ dau ngay cudi bod gen, tot hon 1a vung dugc nam gifra
0,0038 va 0,0039 trong (97 va 99,9 m.u.) Vacxin tai td hop, theo tai liéu do, r0 rang co6
thé duoc st dung két hop v6i vacxin khang lai cac virut khac, nhu vacxin cia bénh
Marek hodc bénh Newcastle, ma khong c6 bang chung cu thé. Ngoai ra, trong tai liéu
nay hoat dong ctia adenovirut thu dugce sau cac 1an cdy chuyén lién tiép trong cac dong
té bao cho san xuat quy md 16n ciling khong dwgc minh hoa.

Dong thoi, patent My sb 6,296,852 mo ta FAdV kiéu huyét thanh-9 FAdV
(FAAV-9) trong d6 phan chén cua chudi nucleotit khic loai vao trong cac ving khong
thiét yéu ciia bo gen virut duoc thuc hién. Cac ving nay c6 thé 1a cac ving khéng ma
hoa dugc dat & phia dau trai va/hodc phai bo gen, tot hon 13 & ving duogc dat tai dau
phai (3"), gitta 0,0023 va 0,0039 trong (60 va 100 m.u.) Déi voi tai lieu W094/24268,
mac di sang ché ndy xac dinh ving rong 16n hon khic cho phan chén tiém ning cla
cac gen ngoai sinh, nhung sing ché khong minh hoa cho kha ning nay, va cu thé,

khong ca tinh toan ven ctia gen, sau cac lan cay chuyén lién tiép trong cic dong t€ bao.

Trong tai liéu khac (Corredor, J. C. va Nagy, E. , ving dau trai khong thiét yéu
clia bd gen adenovirut 9 trén gia cAm phu hop cho phin chén/thay thé gen ngoai.
Nghién ctru virut tap 149, 167-174; 2010), da boc 16 1a ving khong thiét yéu dau 5' cia
bd gen FAAV-9, cling co thé 1a vi trf phi hop cho phan chén hodc phan thay thé boi
cac gen ngoai sinh dé tao ra cac vecto tai td hop. Vi du, mot trong sb cac vecto nay thu
duoc bang cach thay thé ving khong thiét yéu dugc dit gitta cac nucleotit 491-2782
v6i viéc ma hoa gen cho protein huynh quang xanh 14 dugc ting cuong (EGFP). Tuy
nhién, tai liéu nay, gidng cac tai liéu khac, khong thé hién liéu c6 hodc khong vecto
virut khi dugc diéu ché s& on dinh khi chén ma hoa gen ngoai sinh cho khéng nguyén
clia bénh vao trong chiing, va bing cach ti tao ching trong cc hé théng t& bao phu

hop dé thu duoc vacxin tai to hop, vi tai liéu chi thé hién su biéu dién gen chi thi va
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thiéu cac xét nghiém in vitro; ngoai ra n6 khong dé cap dén ché phim hodc cac mirc
bao vé dbi voi bénh quan tAm.

Nhu c6 thé thdy, da biét ring cac ving khong thiét yéu ctia bd gen FAAV biéu
dién cac vi tri tiém nang ma chudi nucleotit ngoai sinh ¢c6 thé dugc chén hoic duogc
thay thé. Tuy nhién, cAc vecto dwgc md té & trang thai cua tinh trang k§ thuét c6 nhuoc
diém 12 khong n dinh & thoi diém san xuét vacxin tai to hop & cap dd cong nghiép, do
sw mét mat ctia gen khac loai dugc chén sau céc lan cdy chuyén khac nhau trong moi
truong nudi cdy té bao.

Hon nita, trong tinh trang k§ thuét, viéc str dung cac vecto adenoviral trong didu
tri cho loai chim, cha yéu 14 gia cAm, da bi tri hoan do sy ngin tr& clia n6 véi vacxin
khang bénh Marek, mot loai vacxin dugc sir dung rong rai trong nganh cong nghiép
gia cAm. Bénh Marek (EM) la tinh trang bénh bi gy ra béi virut herpes tac dong lén
céac loai chim ndi dia, gy ra bénh tang sinh lympho bao lam té liét chan hodc canh, va
cac khdi u bach huyét, hodc tir vong. Pé ngan bénh ndy, vacxin hoat dong don tri hodc
da tri duoc ap dung, chi yéu dudi da hodc trong trimg.

Dé giam céc chi phi va dat hiéu qua 16n hon & thoi diém st dung, d6i khi st dung
dong thoi it nhat hai vacxin dugc wu tién. Tuy nhién, mic du cac tai liu gibng cong bd
don qubc té s6 W094/24268 duoc dé cap o trén boc 16 kha ning st dung céc
adenovirut két hop véi vacxin Marek; cac nghién ciu tiép theo da chung minh la
vacxin adenovirut va virut vacxin Marek c6 mot sb tré ngai nghiém trong khi phan tich
vé ty 1€ tir vong va cac ton thuong duoc tao ra boi ca hai bénh & loai chim, 16n hon

viéc kéo dai su song, doi véi con mai xét ve thuong mai.

Hién nay da biét 1 bang cach sir dung ddng thoi vacxin virut toan phén khang
EM véi vacxin tai t6 hop trong vecto adenovirut, vacxin khdang EM c6 thé ngan can
vacxin tai td hop do cac co ché sau: a) cic dong hoc tdi tao khac nhau; b) vacxin canh
tranh cho cung loai t& bao dé sao chép & loai chim; va c) virut EM gy ra suy giam
mién dich loai chim. RS rang, néu cic can ngai ndy dugc giai quyét, va dat duoc hiéu
qué tiém chung dbi v6i bénh lién quan dén gen ngoai sinh ctia vacxin téi t6 hop, thi
can phai st dung lidu luong cao hon ctia vacxin tai t6 hop da néu, hodc lam giam lidu
lwong cua vacxin khang EM (Breedlove et al., Avian influenza adenovirut-vectoed in-
ovo vaccination; target embryo tissues and combination with Marek's disease vaccine.
Avian Disease. Vol. 55, 667-673; 2011). Tuy nhién, tai li¢u tham khao tuong tu cua

Breedlove's et al. thé hién 13 viéc tang lidu lwong ctia vacxin téi td hop adenovirut c6
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thé gay ra su can tr& tam thoi véi vacxin khang EM khién n6 khong hiéu qua, tao ra
cac van dé nghiém trong trong linh virc nay. Diéu nay c6 nghia 13, cho dén nay, khéng
6 vacxin trén co s¢ vecto virut adenovirut tai t hop ma c6 thé biéu hién gen ngoai
sinh nhung khong dnh huéng dén su bao vé dugc tao boi vacxin cho bénh Marek hodc

nguoc lai.

Tuong tu, cac khang thé me 1a yéu t0 khac ma c6 kha ndng ngin can vacxin. Mac
du c4c khang thé me tao ra sy bao vé cho dong vat méi sinh, nhung su ton tai cua
ching ¢6 thé tc ché hodc lam giam cac hi¢u qua vacxin, khién dap ung mién dich

duoc tao ra theo d6 khong t6i wu.

Théch thtrc khac duoc tim thay trong su phat trién cla vacxin néi chung la thoi
gian can bao vé va khoang thoi gian bao vé da néu dat duogc, lam chirc ndng cia cong

thirc dugce st dung cho vacxin.

Vacxin ma tao ra su bao vé sém, nghia 1a, trong thoi gian rat ngén bat dau tir luc
st dung, s€ c6 hi€u qua ngén han do cic mirc d6 bao vé s€ giam nhanh chong, khién
can tai ching ngira dinh ky. Nguoc lai, vacxin ma tao ra sy bao vé bén hoic kéo dai s&
mét nhiéu thoi gian hon dé dat sy bao vé (su bao vé mudn), mic du su bao vé da néu
s& kéo dai trong thoi gian 1au hon, nhung thuong cn it tai ching ngira hon dé dat hiéu
qué bao vé mong mubn. Thong thudng, dé dat su bao vé kéo dai trong nhom céc dong
vat can phai str dung vacxin bdo v€ som két hop vai vacxin bdo vé mudn dé tranh kha

ning ma cac dong vat bi Om trong toan b su phét trién cua chung.

Trong linh vuc k¥ thuét nay, da biét rang vacxin virut hoat dong thuong tao ra su
bao vé nhanh hoac sém, do n6 dat sy chép nhan, nhung khong kéo dai, muc do bao ve
trong khoang thoi gian ngan tir khi bt dau st dung vacxin. Mit khac, cling biét rang
vacxin virut bi bat hoat tao ra su bao vé kéo dai hon so véi su bdo vé cua virut hoat
dong, nhung lai can thoi gian dai dé dat duoc, nghia 1a, sy bdo v¢é la mudn hon va

trong nhiéu truong hgp van can téi tiém chung, mic du tan suat it hon.

Vi du, Stine et al. (Evaluation of inactivated newcastle disease, avian diseases,
Vol. 24, No. 1 (Jan. - Mar., 1980), pp. 99-111) danh gia ba loai vacxin khang NDV:
vacxin bi bat hoat trong nhii twong, vacxin bi bét hoat dwoc hip thu trong AI(OH); va
vacxin thuong mai con séng, phat hién ra 1 vacxin con sdng tao ra cac d6 chuan HI &
ga mot tuan trudc vacxin bi bét hoat, nho d6 vacxin bi bét hoat trong nhil twrong tao ra

dap tmg mién dich duoc duy tri.
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Tuong tu nhu vay, Folitse et al. (Efficacy of combined killed-in-oil emulsion and
alive newcastle disease vaccines in chickens, Avian Diseases, Vol. 42, No. 1 (Jan. -
Mar., 1998), pp. 173-178) d& cap ring c6 céc bao céo 1a vacxin NDV bi bit hoat, duoc
nhil héa trong dau, kich tmg cao va kéo dai cdc muc do luu thong cic khang thé loai
chim ma duoc tiém ching trude d6 véi vacxin hoat dong. Twong tu, cic tac gia cling
@ cap 1y do thu duoc dap tmg khang thé cao khi str dung vacxin NDV bi bat hoat, két
hop véi vacxin hoat dong khang lai mot loai bénh, ¢6 thé 1a do thuc té 1a lac bat dau
virut séng t4i tao nhanh chéng, bidu hién nhanh dap tmg mién dich chinh, tiép d6 1a sy
giai phong lién tuc nhung cham khang nguyén cua vacxin bi bét hoat, ma chung hoat

dong nhu liéu tang cudng.

Déng thoi, Toro et. al (Avian influenza mucosal vaccination in chickens with
replication-defective recombinant adenovirut vaccine, Avian Diseases 55:43-47,
2011) da danh gia viéc bao vé dugc tao ra boi vacxin tai td hop adenovirut ma khong
c6 kha nang sao chép adenovirut sé€ thé hién gen cum gia cAm HS5 dugc t6i wru hoa
trong cac codon ctia nd, ma dugc st dung trén chim 5 ngay tudi, va trong mot sd
trudng hop tién hanh t4i tiém ching khi ching dat 15 ngay tubi. Cac két qua cho thdy
rang chi cac con chim ma duoc tai tiém ching moi tao ra ndng do6 khang thé cao. Cac
chuin d6 c6 thé duoc phat hién bat dau tir 9 ngay tudi, dat mirc cao nhit & 32 ngay
tudi.

Tuong tu nhu vay, c6 mot s6 virut hoat dong ma tao ra mot su bét thuong ddi voi
ca su bao vé sém va kéo dai, nhu virut Marek. Tuy nhién, virut Marek c6 thé duoc st
dung lam vecto va trong cac k¥ thuat da biét d4 ching minh chiing dat su bao vé sém
va kéo dai dbi v6i benh Marek chi voi mot 14n st dung, nhung ddi v6i khang nguyén
ngoai sinh dugc cheén, thi lai khong dat duoc sy bdo v€ sém, ma chi thé hién c6 su bao
v€é muon va kéo dai.

Nhu vay véi cac ky thuat da biét, khong thé sir dung thanh cdng cac adenovirut
va, cu thé, adenovirut gia cAm huyét thanh 9 FAdV-9 da biét nay lam vacxin tai to hop
cho chim véi gen ngoai sinh bat ky & quy md cong nghiép, mic du céc vi tri chen khéc
nhau da dugc md ta, nhung mot mat do thuc té khong dat duge di d 6n dinh ddi véi
su tai tao cia ching trén cdc dong té bao sau céc 1an cdy chuyén lién tiép, va mit khac
do thuc té 1a vacxin bénh Marek can tré co ché hoat dong cua cac adenovirut hoac
nguoc lai, nén trong cac k¥ thuat da biét nay viéc str dung cac adenovirut két hop véi

vacxin bénh Marek rd rang bi tranh thuc hién. Hon nita, khong thé thu duogc vacxin tai
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t0 hop virut dat dugc ca su bao v€ sém cling nhu bao vé kéo dai doi voi khang nguyén

ngoai sinh dugc chén trong vecto virut ma chi cin sit dung mot 1an duy nhét.
Ban chét ky thuit cia sang ché

Trude nhitng han ché cua cac k¥ thuat da biét, muc dich cua sang ché 1a tao ra
vacxin tai to hop trong adenovirut loai huyét thanh 9 cho gia cdm, trong d6 vecto da

néu 1a 6n dinh khi dugc san xuat ¢ cap do cong nghiép.

Muc dich khac ctia sang ché 1a tao ra vacxin tai to hop ma, ngay ca néu dugc st
dung két hop véi vacxin khang bénh Marek, thi ca hai vacxin nay déu tao ra dap ing

mién dich di ma khéng bi anh hudng boi sw ngan can 1an nhau.

Muc dich nita cta sang ché 1a tao ra vacxin tai t0 hgp hiéu qua ma khong bi anh

huéng béi cac khang thé me, va tao ra dap img mién dich t6i uu.

Muc dich nita cua sang ché 1a @& cap dén vacxin tai to hop tao ra dép tmg bao vé
vira c6 tinh bao vé, nghia la, trong 19 ngay dau bat dau tir khi st dung, va kéo dai,

nghia 13, d&n it nhat 90 ngdy sau khi st dung vacxin nay.

Muc dich nita ctia sang ché 1a dé cap dén vacxin tai to hop ma dat dugc, voi chi
mot 1an st dung, ca su bao vé som va sy bao vé kéo dai doi v6i bénh lién quan dén

khang nguyén ngoai sinh dugc chen trong vecto virut chira trong vacxin nay.
MGo ta van tat cac hinh vé

Cac khia canh mdi dugc xem xét vé su khac biét cia sang ché s& duogc néu cu thé
trong b yéu cau bao ho di kem. Tuy nhién, mot sb phuong an, dAu hiéu va mot s6 dbi
tuong va cac wu diém cua ching t6t hon 1a nén duoc hiéu rd khi tham khao phan mo ta
chi tiét sang ché c6 tham chiéu dén cac hinh v& di kém, trong do:

Fig.1A 1a ban dd gi6i han ADN cua virut tai tb hop FAdV-9 v6i phén cheén virut
cum gia cAm HA, duoc xay dung theo sang ché.

Fig.1B la gel agaroza trong d6 cac doan ADN cua virut tai t6 hop FAAV-9 véi

ph'?m chen virut cim gia cAm HA dugc thé hién, dugc xdy dung theo sang ché, thu

duogc bang cach cat boi enzym gidi han.
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Fig.1C 1a mdi truong nudi cdy té bao Celi khong bi nhiém, va moi trudng nudi
ciy bi nhiém virut tai td hop FAdV-9 véi phan chén virut cim gia cadm HA, dugc thue

hién theo sang ché.

Fig.2A thé hién ban dd gioi han ADN cua virut tai t6 hgp FAdV-9 v6i phan chén

virut viém gan xo 4 ¢6 thé vui, dugc thuc hién theo sang che.

Fig.2B la gel agaroza trong d6 cac doan ADN cua virut tai td hop FAdV-9 véi
phin chén viém gan xo 4 ¢6 thé vui duoc thé hién, duge thuce hién theo sang ché, thu
duge bang cach cét bai enzym gi6i han.

Fig.2C 1a moi truomg t& bao Celi khong bi nhidm, va méi trudng nudi cdy bi
nhiém vé6i virut tai tb hop FAdV-9 véi phan chén virut viém gan xo 4 ¢6 thé vui, duge

thue hién theo sang ché.

Fig.3A thé hién ban dd gidi han ADN cua virut tai to hgp FAAV-9 v6i phan chén
glycoprotein-B cta virut gay viém thanh khi quan truyén nhiém trén chim, dugc thuc

hién theo sang ché.

Fig.3B la gel agaroza trong d6 cac doan ADN cua virut tai t6 hop FAdV-9 véi
phan chén glycoprotein-B cia virut gdy viém thanh khi quén truyén nhiém trén chim
duoc thé hién, dugc thuc hién theo sang ché, thu dugc bﬁng cach cét boi enzym gioi
han.

Fig.3C 12 méi truong nudi cdy té bao Celi khong bi nhiém, va mdi trudng nudi
c4y bi nhiém virut t4i t6 hop FAdV-9 véi phén chén glycoprotein-B cua virut gdy viém

thanh khi quan truyén nhiém trén chim, dugc thuc hién theo séng ché.

Fig.4A 1a ban dd gi6i han ADN cia virut tai t0 hgp FAdV-9 vé6i phan chén

protein HN cua virut gy bénh Newcastle, duoc thuc hién theo sang ché.

Fig.4B la gel agaroza trong d6 cac doan ADN cua virut tai td hop FAdV-9 voi
phr?m chén protein HN cua virut gdy bénh Newcastle dugc thé hién, dugc thuc hién
theo sang ché, thu dugc bing cach cit bdi enzym gidi han.

Fig.4C la moi truong nudi cdy té bao Celi khong bi nhiém, va mdi trudng nudi
cAy bi nhiém virut tai t hop FAAV-9 vé6i phan chén protein HN cua virut gdy bénh

Newcastle, duoc thuc hién theo sang ché
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Fig.5A 1a ban dd gi6i han ADN cia virut tai t& hgp FAdV-9 v6i phan chén
protein HN cta virut gy bénh Newcastle, duoc chén gilta cac nucleotit 38,807 va

40,561 cua bd gen.

Fig.5B la gel agaroza trong d6 cac doan ADN cua virut tai t6 hop FAdV-9 véi
phan chén protein HN cla virut gy bénh Newcastle, duge chén gifta cac nucleotit
38,807 va 40,561 cua bd gen, thu dugc béng cach cit boi enzym gigi han dugce thé
hién.

Fig.5C 1a gel agaroza trong d6 cac doan ADN cua virut tai t6 hop FAdV-9 véi
phan chén protein HN cla virut gy bénh Newcastle, dugce chén gifta cac nucleotit
38,807 va 40,561 cia bd gen sau 2 lan cdy chuyén trong moi trudong nudi cly té bao

Cel1, thu duoc br?mg céch cit bai enzym gidi han, duoc thé hién.

Fig.6 1a db thi thé hién két qua vé sy trc ché ngung két hong cau (IH) trén ga con
thwrong mai gidng sang (CRL) dugc chiing ngira trong trimg, véi huyét thanh dugc
thue hién & mét ngay tudi (DE).

Fig.7 12 d6 thi thé hién két qua IH trén ga con CRL dugc chung ngira trong tring,
v6i huyét thanh dugc thuc hién & 10 ngay tudi (DE).

Fig.8 12 do thi thé hién két qua IH trén ga con CRL dugc chung ngira trong trimg
sau 18 ngay ap (DI) hodc & 1 ngay tubi (DE), v6i huyét thanh dugc thuc hién & 19
ngay tudi (DE).

Fig.9 12 dd thi thé hién két qua IH trén ga con CRL dugc chung ngira trong trimg
sau 18 ngay ap (DI) hodc & 1 ngay tudi (DE), va dugc tai tiém ching & 10 ngay tudi
(DE) v6i huyét thanh duoc thuc hién & 19 ngay tudi (DE).

Fig.10 12 db thi thé hién két qua IH trén ga con CRL dugc chung ngura trong
trimg sau 18 4p (DI) hodc & 1 ngay tubi (DE), v6i huyét thanh duoc thuc hién ¢ 31
ngay tuoi (DE).

Fig.11 1a db thi thé hién két qua IH trén ga con CRL dugc ching ngira trong
trimg sau 18 ngay 4p (DI) hodc & 1 ngay tudi (DE), va dugc tai tiém ching & 10 ngay
tudi (DE) v6i huyét thanh duoc thuc hién & 31 ngay tudi (DE).
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Fig.12 1a d thi thé hién két qua IH trén ga con CRL dugc chung ngira trong
trimg sau 18 ngay 4p (DI) hodc & 1 ngay tudi (DE), v6i huyét thanh duge thuc hién &
38 ngay tudi (DE).

Fig.13 1a dd thi thé hién két qua IH trén ga con CRL dugc chung ngira trong
trimg sau 18 ngay 4p (DI) hoac ¢ 1 ngay tudi (DE), va duoc tai tiém ching ¢ 10 ngay
tudi (DE) v6i huyét thanh dugc thyuce hién & 38 ngay tudi (DE).

Fig.14 1a dd thi thé hién két qua IH trén ga con CRL dugc ching nglra trong
trimg sau 18 ngay 4p (DI) hodc ¢ 1 ngay tudi (DE), véi huyét thanh dugc thyc hién &
45 ngay tudi (DE).

Fig.15 1a d thi thé hién két qua IH trén ga con CRL dugc ching ngira trong
tramg sau 18 ngay ap (DI) hodc & 1 ngay tubi (DE), va dugc tai tiém ching & 10 ngay
tudi (DE) v6i huyét thanh duge thuc hién ¢ 45 ngay tudi (DE).

Fig.16 12 dd thi thé hién hiéu qua trén ga con CRL dugc ching ngira & 1 ngay
tudi (DE), t4i tiém chung hogc khong tai tiém chung & 10 ngay tudi DE va tiép xtic
mam bénh & 19 ngay tubi (DE).

Fig.17 1a dd thi thé hién hiéu qua trén ga con CRL dugc ching ngira & 1 ngay
tudi (DE), t4i tiém ching hodc khong tai tiém ching & 10 ngay tudi (DE) va dugc tiép
xac mam bénh & 31 ngay tudi (DE).

Fig.18 12 dd thi thé hién hiéu qua trén ga con CRL duoc ching ngira ¢ 1 ngay
tudi (DE), ti tiém ching hogc khong tai tiém ching & 10 ngay tudi (DE) va duoc tiép
xtuc mam bénh & 93 ngay tudi (DE).

Fig.19 1a dd thi thé hién két qua IH trén ga con CRL duoc chung ngira & 1 ngay
tudi (DE), t4i tiém chung hodc khong tai tiém ching & 10 ngay tudi (DE), v6i huyét
thanh dugc thuc hién & 19 ngay tudi (DE).

Fig.20 1a d thi thé hién két qua TH trén ga con CRL dugc ching ngira & 1 ngay
tudi (DE), tai tiém chung hodc khong téi tiém ching & 10 ngay tudi (DE), v6i huyét
thanh duoc thue hién & 31 ngay tudi (DE).

Fig.21 14 db thi thé hién két qua TH trén ga con CRL dugc ching ngira & 1 ngay
tudi (DE), tai tiém chiing hodc khong tai tai tiém chung & 10 ngay tudi (DE) véi huyét
thanh duoc thuc hién & 93 ngay tudi (DE).

-10-



35072

Fig.22 13 d thi th hién hiéu qua trén ga con khong ¢6 cic mam bénh cu thé
(LPE) duoc ching ngra & 1 va 10 ngay tudi (DE), va dugc tiép xtc véi mam bénh &
31 ngay tudi (DE).

Fig.23 1a dd thi thé hién két qua IH trén ga con LPE dugc ching ngira ¢ 1 va 10
ngay tubi (DE), v6i huyét thanh duge thuc hién & 31 ngay tudi (DE).
MO ta chi tiét sang ché

Trong khi phat trién sang ché, da phat hién ra 1 vacxin tai t6 hop bao gdbm vecto
adenovirut gia cAm loai huyét thanh 9 (FAdV-9) c6 it nhét mot chudi nucleotit ngoai
sinh dugc chén ma hoa cho it nhit mot khang nguyén bénh dang quan tim, va ma
dugc thay thé bai vung khong thiét yéu trong bd gen clia adenovirut, cu thé 1a duoc
chén vao gilta cac nucleotit 491-2782, va chit mang dugc dung, chat phu va/hoic ta
duoc, thi c6 kha ning bao vé 6n dinh khang lai bénh dang quan tim, ddng thoi ¢ su
én dinh khi duoc san xudt & quy mo cong nghiép, do vecto adenovirut khong mat
chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén khi thuc hién cac 1an ciy chuyén lién tiép trong
mdi trudong nudi cdy té bao. Tuong tu, bét ngd 1 vacxin tai té hop nay khong mat hiéu
qua trén loai chim dugc tiém ching ngay ca khi duoc sir dung két hop véi vacxin virut
toan phan bénh Marek , va ma khong lam vacxin Marek mét hidu qua khi dugc sir
dung v6i vacxin tai t6 hop nay. Theo cach twong ty, vacxin tai t6 hop theo sang ché
cho thdy wu diém 13 hiéu qua khong bi anh hudng boi cac khang thé me trong cac dong

vat méi sinh va tao ra, chi véi mot 1an sir dung, su bao vé sém va kéo dai.

Trong truong hop nay, theo muc dich cua sdng ché dugc xem xét 13 su bao vé
som dat duoc trong 19 ngay bat dau tir khi sir dung vacxin, trong khi su bao vé kéo dai

dat dugc dén it nhit 90 ngay sau khi sir dung vacxin.

Vecto adenovirut duge st dung c6 thé 1a séng (hoat dong) hodc duoc bét hoat.
Thuat ngit con séng hodc hoat dong nghia la vecto tai t6 hop duy tri kha ning tai tao
ctia né, trong khi duoc bat hoat nghia 1a vecto tai td hop adenovirut ¢ chudi nucleotit
ngoai sinh mét kha ning téi tao. Su bét hoat ciia vecto tai t6 hop duge thure hién bing
cach str dung cac quy trinh vét ly hodc hoa hoc ma da biét trong tinh trang k¥ thuat,
nhu su bét hoat hoéa hoc béng formaldehyt hoac beta-propiolacton (Office International

des Epizooties 2008). Newcastle Disease. OIE Manual of Diagnostic Tests and
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Vaccines for Terrestrial Animals. Office International des Epizooties. France, p. 576-
589).

Nhu dugc néu ¢ trén, vecto duge st dung 13 adenovirut gia cdm kiéu huyét thanh
9 (FAdv-9) ma bao gdbm chuing bat ky. Tbt hon 13, FAdV-9 dugc chon tir cac chiing c6
s truy cidp GenBank EU979376, AF083975, HQ697594, AF508958, AF339923,
EU847634, EU847629, EU847628, DQ323986, AY683550, EU847635, NC_000899,
va AC_000013.

Hién tai, lién quan dén chudi nucleotit ngoai sinh, né ma héa cho it nhét trén
khang nguyén cia bénh dang quan tam, t6t hon 1a khang nguyén da néu 12 cua it nhét
moOt bénh dugce chon tir dich cum gia cAm, viém gan thé vui, virut gdy viém thanh khi
quan truyén nhiém & chim, bénh Newcastle, tiii hoat dich nhiém Fabricius, viém phé
quan truyén nhiém, bénh duoc giy ra boi metapneumovirut (MPNV), bénh Marek,
chim bi nhi®m bénh thiéu mau hoic gen khac bt ky ma kich thuéc cho phép chén

trong vecto adenovirut. Tot hon nita 13, gen virut cim gia cam dugc st dung.

Theo phuong an cu thé cua sang ché, chudi nucleotit ngoai sinh gbm c6 viéc ma
ho6a gen bao gdm nhém ngung két t6 hong cau (HA) cua virut cim gia cam, dugc chon
tir 18 phan nhém ngung két t& hdng cau hoidc bién thé gy mién dich cla virut cim,
ma tét hon nita 1a ma hoa it nhit mét trong s6 cac phan nhém H1, H2, H3, H5, H6, H7
ho#ic H9 cua protein da néu; sgi va hexon cia virut viém gan thé vui, cac kiéu huyét
thanh 4 va 8; glycoprotein B (gB) va glycoprotein D (gD) virut gdy viém thanh khi
quan lay nhiém tréh chim (LTI); céac protein HN va F ciia virut gdy bénh Newcastle; su
lay nhiém virut protein VP2 cta tii hoat dich cua Fabricius; proteinS1 va S2 cua virut
viém phé quan truyén nhiém; protein F cia metapneumovirut (MPNV); va protein

VP1, VP2 va VP3 cua bénh thiéu mau truyén nhiém & loai chim.

Tuong tw, chudi nucleotit ngoai sinh ¢6 thé bao gdbm gen ma hoa it nhit mot

khang nguyén cua adenovirut gia cam khac v6i FAAV-9 duoc st dung 1am vecto virut.

Vecto adenovirut vacxin bao gdm gen ngoai sinh dang quan tdm cla sang ché ¢o
thé duoc tao ra boi bang cach khuéch dai PCR cuia chudi nucleotit dang quan tam, dé
¢6 thé cheén no sau do, da dugce khuéch dai, vao trong vecto adenovirut trong d6 ving
bo gen khong thiét yéu dugc nim gitra cac nucleotit 491-2782 da duoc loai bo. Viéc

chén gen ngoai sinh va viéc x6a boé vung adenovirut khong quan trong dugc tao bang

-12-



35072

cach st dung c4c k¥ thuat nhan dong tiéu chuan trong sinh hoc phan tir. Vi vy ban sao
truyén nhiém duoc san xuat dugc chuyén nap trong méi truong nudi cay t€ bao dé tao

ra virut tai to hop.

Virut tai tao trong hé thong bét ky phut hop cho su sinh trudng cia nd, nhu cac té
bao gan bt tir c6 ngudn gbc gia cm (CeLi), cic dong té bao thuong mai hoic duge
thiét ké rd rang dé phat trién adenovirut, dén khi dat it nhit ndng do virut yéu cau dé
dat dap mg khéng nguyén, t6t hon 1a it nhét 1a 10°°DICC 50 % mdi lidu, t6t hon nira
12 it nhét 105°DICC 50 % méi liéu.

Vi dy, virut tai td hop co thé tai tao trong cac té bao dong CelLi duoc phat trién
vGi moi truong nuodi céy cu thé, béng cach stir dung cac hé nudi ca?iy trién tinh, trong cac
chai méi truong nudi ciy té bao, trong cac vat mang vi thé, trong cac hé théng san Xudt
té bao quy md cong nghiép, hodc trong cac hé thdng chai Roller, dén khi do chuén trén
cac kidm tra peroxidaza mién dich dat mic t6i thiéu 1a 10°°DICC50 % mdi lidu.
Chuén d6 nay c6 thé dugc dat sau khi thuc hién tir 5 dén 10 14n cdy chuyén khong
kiém soat trong cing loai té bao. Hon nita, sy thu hoach c6 thé thuc hién bang cach ly

tam, duge chia phan va duge duy tri dong lanh, cudi cung thu dugc gidng gbc (MS)

Véi gidng goc, 1an cay chuyén nita duge thuc hién trén céc t€ bao giong nhau dé

tao ra hat giong san xuat (SP) va mot diém nita ngoai diém nay la dé tao ra vacxin.

Vi vdy, sang ché bao gbm gidng gbc clia virut ti t6 hop adenovirut gia cam kiéu
huyét thanh 9 (FAdV-9) trong d6 c6 chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén ma hoéa
khang nguyén bénh dang quan tdm va thay thé ving khong thiét yéu bd gen
adenovirut, cu thé 1a dugc chén vao gitta cac nucleotit 491-2782; giéng géc da néu thu

dugc sau tir 6 dén 11 1an cay chuyén trong mdi truong nudi cdy t€ bao.

Tiép theo, trong phurong 4n ma vacxin con sdng hodc hoat dong, d6 1a virut hoat
dong, tot hon 1a duogc chon tir cac adenovirut gia cAm gdy bénh tu nhién, c6 kha nang
gdy bénh thip hodc duge 1am suy gidm doc luc boi cac quy trinh da duge biét trong
tinh trang k¥ thuat. Mat khéc, khi vacxin dugc bét hoat, néng do virut dugc yéu cau dé
dat dap tng khang nguyén dat duoc, thi s&€ dugc tién hanh cing voi su bat hoat ctia
virut. T8t hon 13, viéc 1am bét hoat duoc thuc hién qua cdc quy trinh vét Iy hodc hoa
hoc da biét trong tinh trang k¥ thuat, t6t hon 1a thong qua su bét hoat hoa hoc bang

formaldehyt hodc beta-propiolacton.
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Trong truong hop vacxin cua sang ché con séng hodc hoat dong, chit mang dugc
dungla cac dung dich nudc, tot hon 1a dugc chon tir nhom gém ¢6 cac dung dich nudc
bao gdm chét 6n dinh TPGA (trehaloza, phosphat, glutamat, albumin); cac dung dich

nude bao gdm chat on dinh pepton; va cac dung dich nu6e bao gom sira tach kem.

Khi vacxin theo sang ché 1a vacxin bt hoat, chét dan thudc duge dung dugc uu
tién 1a cac dung dich nudc hodc cac nhil twong. Cu thé, chét dan thudc duoc sir dung
duoc vu tién 1a nhil twong nude-dau, dau nude hoic nuée-dau-nude (WOW), t6t hon

la nhii twong nuéce-dau-nude.

DPéi véi viee st dung cua vacxin con séng hodc hoat dong, viéc st dung nay co
thé duoc thuc hién trong co, trong mii, dudi da, béng cach phun, khi dung, dudng
miéng bang cach udng, hodc trong trimg bang cach sir dung cdc phuong tién va céc
cach phu hop trong céc truong hop khac nhau. Néu d6 1a vacxin bi bat hoat thi s& dugc

str dung trong co hodc dudi da, t6t hon 1a duéi da.

Tuong tu, vacxin tai td hop cua sang ché ¢co thé dugc st dung & dang mot liéu
don, lidu doi hoic da lidu, hodc riéng 1¢ hodc két hop véi vacxin tai t6 hgp hodc khong

tai to hop khéc, con sdng (co6 hoat dong) hoic bt hoat, nhu vacxin khang bénh Marek.

Tuong tw, ngay ca khi vacxin cta sang ché duge st dung v6i mot li€u don hodac
st dung da liéu, thi n6 dat ca sy bao vé sém va kéo dai cho bénh dang quan tam lién
quan dén khang nguyén dugc ma hoa boi chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén trong

vecto virut dugc chira trong vacxin da néu.

Theo phuong an bd sung, vacxin tai t6 hop da tri bao gdm vecto cia adenovirut
gia cAm kiéu huyét thanh 9 (FAdV-9) theo sang ché, c6 it nhét hai chudi nucleotit
ngoai sinh dugc chén ma hoa it nhét hai khang nguyén hodc tir bénh gidng nhau dang
quan tdm hodc cac bénh khac dang quan tam, va thay thé ciing khong thiét yéu bo gen

ctia adenovirut, dic biét mong mudn 1a dwgc chén giita cac nucleotit 491-2782.

Theo phuong 4n cua sang ché, vacxin da tri bao gdm vacxin thir nhét duge dua
trén vecto cua adenovirut gia cim kiéu huyét thanh 9 (FAdV-9) theo sang ché, c6 it
nhat mot chudi nucleotit ngoai sinh duge chén mé hoa it nhit mot khang nguyén cua
bénh dugc quan tam va thay thé ving khong thiét yéu trong bo gen cua adenovirut, cu

thé 1a dugc chén gitta cac nucleotit 490-2782 dugc mo ta; va it nhét vacxin thi hai trén
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co s& vecto cua adenovirut gia cam kiéu huyét thanh 9 (FAdV-9) theo sang ché, co it
nhét mot chudi nucleotit ngoai sinh ma hoa it nhat mot khang nguyén khic voi chudi
cua vacxin thit nhit, hodc cung bénh dang quan tdm hoac bénh khéc, va thay thé vung
khong thiét yéu trong bd gen ciia adenovirut, cu thé 1a duoc chén gifta cac nucleotit
491-2782. Vacxin da tri co thé dugc tim théy trong cac dang con séng hoac hoat dong,

hodc bét hoat.

Tuong tu, sang ché dwa ra vacxin da tri bao gdm vacxin virut toan phan bénh
Marek két hop v6i it nhat mot vacxin trén co s& vecto adenovirut gia cam loai huyét
thanh 9 (FAdV-9) theo sang ché, c6 chubi nucleotit ngoai sinh dugc chén ma héa cho
khang nguyén bénh dang quan tdm va ma thay thé ving khong thiét yéu trong bd gen
adenovirut, cu thé 1a dugc chén giita cac nucleotit 491-2782. Vacxin da tri c6 thé

duoc tim théy cac dang con séng hodc hoat dong, hodc bét hoat.

Hon nita, theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phap ching ngira dé
phong chéng bénh cho dong vat, trong d6 phuong phap nay bao gdm viée str dung cho
dong vat vacxin tai to hop theo sang ché, bao gdbm vecto adenovirut gia cam kiéu
huyét thanh 9 (FAdV-9) c6 chudi nucleotit ngoai sinh dwoc chén mi héa cho khang
nguyén bénh dugc quan tdm, va ma thay thé ving khong thiét yéu trong bo gen
adenovirut, cu thé 1a dugc chén gitra cac nucleotit 491-2782; va chét mang dugc dung,
chét phu trg va/hodc ta dugc; trong d6 vacxin da néu co thé tao ra dap ung mién dich

trén dong vat.

Chubi nucleotit ngoai sinh ma héa khang nguyén cia bénh dugc quan tam, cu thé
1a tir it nhat mot bénh duge chon tir bénh cum gia cAm, viém gan thé viii, bénh giy
viém thanh khi quan truyén nhiém & chim, bénh Newcastle, tai hoat dich nhiém
Fabricius, viém phé quan truyén nhiém, bénh dugc gdy ra boi metapneumovirut
(MPNV), bénh Marek, bénh thiéu mau truyén nhidm & loai chim hodc gen bét ky khac
ma kich thudc cho phép chen trong vecto adenovirut. Tt hon 13, khang nguyén cim
gia cdm dugc st dung.

Tét hon 13, chudi nucleotit ngoai sinh gdm c6 chudi ma héa gen dugc chon tir
nhom bao gdbm ngung két t6 hong cau (HA) clia virut cim gia cam virut, dugc chon tir
18 phan nhém ngung két t6 hdng cau hoic bién thé gdy mién dich cua virut cim, ma

t6t hon nita 12 ma hoa it nhit mot trong s6 cac phan nhém H1, H2, H3, H5, H6, H7
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hoac H9 cua protein da néu; sgi va hexon cua thé vui viém gan virut, kiéu huyét thanh
4 hoic 8; glycoprotein B (gB) va glycoprotein D (gD) cta virut gdy viém thanh khi
quéan truyén nhiém & chim; c4c protein HN va F cia virut gdy bénh Newcastle; sy 1ay
nhiém virut protein VP2 cua tui hoat dich cta Fabricius; protein S1 va S2 cia viém
phé quan truyén nhiém virut; protein F cua metapneumovirut (MPNV); va protein

VP1, VP2 va VP3 ctia bénh thiéu mau truyén nhiém & loai chim.

Tuong tu, néng do yéu cAu cla vacxin tai to hop dé dat su bao vé phu hop 1a it

nhét 1059 DICC50 % mbi lidu, tdt hon nita 12 it nhat 105° DICC50 % mdi liéu.

Vacxin con séng hodc hoat dong tai t6 hop c6 thé dugc st dung trong co, trong
mili, du6i da, bang cach phun, khi dung, duong miéng qua viéc ubng nuée, hoic trong
trieng bang cach str dung cac phuong tién va theo cach phu hop trong ting trudong hop
cu thé. Néu d6 1a vacxin bi bét hoat, thi viéc sit dung 14 trong co hodc dudi da, tdt hon
1a duéi da. Tuong ty, vacxin tai t6 hop theo sing ché c6 thé dugc sir dung biang mot
lidu don, lidu kép hodc ba liu, hoac don 1& hodc két hop véi vacxin téi t0 hop khac
hoac khong tai td hop, con song (c6 hoat dong) hoic bét hoat, nhu vacxin khang bénh
Marek.

Tuong tu, ngay ca khi vacxin theo sang ché duoc sir dung voi mét lidu don hodc
st dung da liéu, thi n6 dat ca su bao vé sém va kéo dai cho bénh dang quan tam lién
quan dén khang nguyén duoc ma hoa boi chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén trong

vecto virut duge chira trong vacxin nay.

Sang ché s& dugc hiéu r6 hon khi tham khao c4c vi du sau, tuy nhién cac vi du
nay chi minh hoa va nham muc dich 1am ré cac phuong an wu tién thyc hién cia sang
ché chir khong ham y gi6i han séng ché & cac phuong 4n thuc hién nay, cac phuong an
khéc ¢6 thé duoc thuc hién khi dua vao phén mo ta chi tiét duoc dé cap & trén.

Vi du thwe hién sang ché
Vidu 1. Tao ra vecto FAdV-9

Dau tién, bd gen FAdV-9 45 kb c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1, dugc tao ra
bang cach di truyén nguoc va chira cac ving FV1 (ndm giira cac nucleotit 1-491) va
FV2 (ndm gitta cac nucleotit 2,782-7,453), v6i vung khong quan trong c6 kich thude

2,291 pb dugc loai bd, bao g@)m vung nam gifta cac nucleotit 491-2,782 , vi du, ¢ 5~
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dau cua bd gen; Hon nita, vi tri Swal, duy nhét cho cac gen dang quan tdm, dugc chén
vao vi tri 491. Bo gen nay dugc nhan dong trong plasmit pBg vé6i cdc vi tri gidi han

dic biét & cac dau cia nod cho phép tao ra virut song trong nuoi cay.

Tiép theo, vi tri EcoRV dugc dua vao trong FV-2 bing cach st dung
oligonucleotit boi k¥ thudt PCR, do d6 thu duoc thé trung gian pAL2.4. Trong thé
trung gian nay, doan gen ban déu dugc chén vao gitta 4,391 va 7,453, cac nucleotit
dwoc cit bs, con lai nhanh tai td hop 1a 2,100 pb. Hon nita, doan cua PCR EcoRV-
EcoRV da duge tach dong v6i dau cat bang vao pShuttle tir AdEASY, duoc cit bang
EcoRV-Pmel. Vi tri EcoRI duogc giit.

Tai vi tri Swal trong 491 nucleotit, catxet biéu hién tur pVAX dugc nhan dong
bang cach st dung CMV, poliLinker va PoliA, va ma ciing dugc chtra vi tri Pmel duy
nhét dé nhan dong gen quan tim, nhd dé thu dugc dong lay nhiém quan tAm. Sy lay
nhiém dong ldy nhiém nay vao méi truong nudi ciy té bao tao ra virut tai t6 hop quan

tam.
Vi du 2. Tao ra virut tdi 16 hop rFAdV9-435 trong méi truong nudi cdy 1é bao

Theo phuong phap ludn dugc mo ta trong vi du 1, dong lay nhiém FAdV-9 thu
duoc bang cach chén gen H5 tir virut cam gia cdm gy bénh thdp VIABP-H5N2, thu
dugc ching 435 ((FAdV9-435) v6i s6 truy cp GenBank FI864690, ma bao gom trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 2.

Thir nhat, d& thu duoc giéng gbc (SM), IFAdV9-435 dugc tai ban trong cac té
bao dong CeLi dugc sinh trudng trong moi truong nudi cdy DMEM F12 + Glutamax,
trong cac chai moi trudng nudi cy té bao (hé tinh). Sau khi thuc hién 7 14n cdy chuyén
khong kiém soat trén cung loai té bao, dat duoc do chuin theo thtr nghiém peroxidaza
mién dich 1a 10%° DICC50 %. Phan thu hoach duoc ly tim & 500 g trong 20 phut, va
duoc chia phé”m thanh 1,5 mL virut dong lanh, dugc bao quén lanh sdu ¢ nhiét do tir -
70 °C dén -80 °C.

Cac giong goc (SM) dugc kiém tra dé loai trir sy c¢6 mat cua vi khuén,
mycoplasma gia cam, nam va nam men, cling nhu dé ching minh rang MS da néu la

khong c6 virut gia cam.
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Hon nita, SM duoc thir nghiém trong cac con ga khong co mam bénh cu thé
(SPF) dé x4c dinh tinh khong gay doc cia né, tiém nang, kha nang mién dich va liéu

toi thiéu can dé tao ra sy bao vé phu hop va tao mien dich.

V6i ching gibéng gbe, thuc hién thém mot 1an cAy chuyén trén cac té bao gidng

nhau (CeLi) dé tao ra hat giéng san Xuét.
Vi du 3. Tao ra cdc virut tdi té hop khdc

Tiép theo, giéng nhu phwong phap duge md ta & trén, cac virut tai td hop FAdV-
9 bd sung thu duoc theo két qua thé hién trén bang 1:

Bang 1. Cac virut tai t6 hop FAdV-9 dugc tao ra voi cac phan chén khic nhau.

Phén chén Tén cua virut tai td hop

Cum gia cAm H7 H7N3

rFAdV9-H7IA

Soi clia viém gan thé vii kiéu huyét thanh-4

rFAdV9-Fib HCI

Viém thanh khi quan gia cAm glycoprotein B (gB)

rFAdV9-gBLT

Bénh Newcastle HN

rFAdV9-HN

Viém phé quan truyén nhiém S1 va S2

rFAdV9-S1S2BI

Cum gia cam H5 va H7 rFAdV9-H5H7IA
Circovirut & lon ORF2 rFAdV9-ORF2PCV2

Bénh thiéu méu truyén nhiém & gia cdm VPI va
VP2

rFAdV9-VP2VP1CAV

Viém thanh khi quan gia cdm glycoprotein D

rFAdV9-gDLT

(gD)

Salmonella enterica flagellin C

rFAdV9-FliC

Céc vecto tai to hop ndy dwgc xac dinh dic trung bing cac cit boi enzym gidi
han Xhol. Trén Fig.1A ban dd giéi han ADN clia vecto tai tb hop tFAdV9-H7IA duoc
thé hién; bang 4,7 kb thé hién doan gi6i han ma gen khac loai dugc nhan dong. Trén
Fig.1B 3629 bp co thé dugc quan sit, ma tuong ng v6i gen HA cim gia cAm, ching
minh rang vecto tai t6 hop rFAdV9-H7IA thuc sy duge chén gen nay va, hon nita,
vecto nay thé hién su 6n dinh sau 10 lan cy chuyén trong moi truong nudi ciy té bao.
Trén Fig.1C, trén canh tréi, mdi truong nudi cdy té bao CeLi khong nhiém c6 thé dugce
quan sat, trong khi trén canh phai hiéu tmg bénh ly té bao dugc giy ra béi su nhan Ién
clia vecto tai t6 hop rFAdV9-H7IA trong céc té bao CeLi v6i nong @6 virut 1a 1,1 x

108 UFP ¢6 thé duoc quan sat, chira réng noé tao ra hiéu tng bénh ly té bao tt do thuc
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té 1a vecto tai t hop di néu hoat dong on dinh va binh thuong trong méi treong nudi

cay té bao CeLi.

Hon nita, trén Fig.2A béan dd gioéi han ADN cua vecto tai td hop rFAdV9-Fib
HCI duge thé hién; dai 1,4 kb thé hién doan gi6i han ma gen khéc loai dugc nhén
dong, trong khi trén Fig.2B la dai 1652 pb, twong Ung véi Fib4 gene cua viém gan thé
viii kiéu huyét thanh-4 duoc nhin thiy, thé hién ring vecto tai t6 hop tFAdV9-Fib HCI
thuc su c6 gen nay dugc chén va nita 1 vecto da néu la 6n dinh sau khi 10 1an cdy
chuyén trong méi trrong nudi cdy té bao. Cudi cing, trén Fig.2C, trén canh trai, moi
trromg nudi cdy té bao CeLi khong nhi®m c6 thé duoc quan sat, trong khi trén canh
phai hi¢u tng bénh ly té bao dugc giy ra béi su lan truyén cua vecto tai td hop
rFAdV9-Fib HCl trong céc té bao CeLi v6i ndng do virut 1 1,4 x 10° UFP ¢6 thé dugc
quan sét, chi ra rang né tao ra hiéu ing bénh ly t€ bao 6t do thuc té 1a vecto tai to hop

d3 néu hoat dong 6n dinh va binh thudng trong mdi trudng nudi cdy té bao CeLi.

Trén Fig.3A ban dd giéi han ADN cua vecto tai tb hop rFAdV9-gBLT duoc thé
hién; dai 5,6 kb thé hién doan giéi han ma gen khac loai dugc nhan dong. Fig.3B thé
hién dai 4,573 pb, twong Gmg véi gen gB cia cic con chim nhiém viém thanh khi quén,
chtng minh rang vecto tai t6 hop rFAdV9-gBLT thuc sy c6 gen nay dugc chén va cé
vecto di néu 1a 6n dinh sau 10 14n cdy chuyén trong moi trudng nudi chy té bao. Trén
Fig.3C, trén canh trai moi truong nudi cdy té bao CeLi khong nhiém c6 thé dugc quan
sat, trong khi trén canh phai hi¢u Umg bénh ly té bao duoc gy ra béi su truyén ctia
vecto tai td hop rFAdV9-gBLT trong céc t& bao CeLi véi ndng do virut 1a 2,6 x
106UFP ¢6 thé duge quan sat. O trén chi ra 1a vecto tai t6 hop nay 1a 6n dinh trong moi

trudng nudi cdy té bao Celi.

Trén Fig.4A ban d6 gidi han ADN cua rFAdV9-HN vecto tai t6 hop duoc thé
hién; dai 4,8 kb thé hién doan gidi han ma gen khac loai dugc nhan dong. Fig.4B thé
hién dai 996 bp, twong tng v4i gen HN cia bénh Newcastle, voi ma duge thé hién 1a
vecto tai t6 hgp rFAdV9-HN thuc sy c6 gen nay dugc chén va c6 vecto da néu 1a 6n
dinh sau 10 14n cdy chuyén trong méi trudong nudi ciy té bao. Trén Fig.4C, trén canh
trai, moi truong nudi ciy té bao CeLi khong nhiém c6 thé dugc quan sat, trong khi trén
canh phai hiéu ung bénh ly té bao dugc gy ra béi su truyén cua vecto tai t6 hop

fFAdV9-HN trong cac t& bao CeLi véi nong do virut 1a 1,3 x 105UFP ¢6 thé dugc
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quan sat. O trén chi ra 1a vecto tai t6 hop nay 14 6n dinh trong mdi truong nudi chy té

bao CeLi.

Vi du 4. Tao ra vecto FAdV-9 tdi té hop

Theo céc vecto adenovirut da biét khac

Gen FAdV-9 kich thudc 45 kb dugc nhan dong trong plasmit pWE-15; gen nay
c6 hai khéi lap lai trong cung dugc goi TR-1 (ndm gitta cac nucleotit 37,648 va
37,812) va TR-2 (ném gifta cac nucleotit 38,707 va 40,561, vi dy, giita 0,0023 va
0,0039 trong (60 va 100 mu) & ddu 3°, ma khong can thiét ddi véi sy ti tao virut. Sau
d6, gen nay trong pWE-15 dugc tai tao phan dong trong plasmit pBg dé bd sung cac vi
tri Pacl & cac dau bod gen ma la hitu dung dé tao mach théng ADN trong qué trinh tao

ra virut trong moi truong nudi cdy te bao.

Dé tao ra trung gian, ving TR-2 duoc khuéch dai boi PCR va dugc tach dong
vio plasmit vi khuén pTRE-2 v6i duy nhét I-Ceul va céc vi tri PI-Scel & ca hai déu.
Sau do, chén catxet biéu hién, chitra CMV-polilinker vao tryc tiép biéu hién gen HN

virut bénh Newcastle, do d6 thu duoc dong 1ay nhiém pFATR2-CMV HN.

Virut tai t6 hgp rFATR2-CMV HN thu dugc qua su chuyén nap ctia dong truyén

nhiém trong mai trudong nudi cay té bao CeLi.

Trén Fig.5A ¢6 thé quan sit ban d6 gioi han ADN cua vecto tai t6 hop rFATR2-
CMV HN; dai 3,473 kb thé hién doan gioi han ma gen khéac loai dugc nhan dong.
Fig.5B thé hién dai ADN dugc phan cat bang Xhol, c6 kich thugc 3,473 bp, twong (ing
v6i gen HN cia virut bénh Newcastle, v6i ma dugc ching minh la vecto tai t6 hop
rFATR2-CMV HN di thuc sy dugc chén gen nay. Tuy nhién, trén Fig.5C ¢ thé duoc
quan sat ma dai 3,473 bp tuong tmg v6i gen HN da bién mét sau 2 14n cdy chuyén
trong moi trudng nuodi ciy té bao CeLi, v6i ndng d6 virut 1a 1,1 x 10*UFP, daa chimg
minh rang vecto rFATR2-CMV HN mét gen ngoai sinh chén voi lan cy chuyén trong
moi truong nudi cdy té bao, nhd do din dén sy khong 6n dinh va khong pht hop cho

san xuat cong nghiép ctia vacxin tai to hop.

Vi du 5. Phwong phdp sin xuit vacxin hoat djng véi virut tdi té hop FAdV-9 dwpc
chén doan HS ciia virut cium gia cim: rFAdV9-435
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Céc té bao dong CeLi duoc sinh trudng 6n dinh trong trong hé théng Roller. Dé
thue hién, chuyén 32 lo tir Ngan hang té bao lam viéc (Working Cell Bank: BCT)
duoc tan dong trong lo T25. Tién hanh cAy chuyén 3 1an lién tiép véi ty 1€ 1:3, mdi lan
2-3 ngay dé phuc hoi dén téc do phat trién (TD=24 gio). Khi toc do phat trién duoc
phuc hdi, cac t& bao dugc nhan trong hop T75 va T225 (ty 1& 1:3) dén khi hop luu 80
%, ching dugc lay nhiém véi hat giéng san xuit thu dugc theo vi du 2 vé6i do boi
nhiém (MOI) 1a 0,1DICC50 %/mL. 0 5 ngay trude khi nhiém, céc lo nay dugc dong
lanh phin bén trong & -70°C trong 24 giv. Sau d6, chung dugc tan dong, cac thanh
phin chira bén trong dwgc phuc hdi va duoc ly tam & 500g trong 20 phut. Sau d6 cac
thanh phan nay dugc dong géi theo thé tich san xuat.

Phan thu hoach duge chinh lidu béng peroxidaza mién dich, va né duoc diéu ché
bing cach bd sung chét 16ng thu hoach dugc, thém TPGA cbp lam chét on dinh, dé dat
1033DICC50 %/liéu. Vacxin thir nghiém dugc gitt dong lanh & nhiét do tir -20 °C dén -
30 °C dén khi str dung.

Vi du 6. Pdnh gid vacxin hoat dong tdi 16 hop rFAdV9-435 in vitro dwgc s dung

cing hodc khong cung vdi vacxin khdang bénh Marek

Nghién ctru dugc thyc hién v6i muc dich xac dinh hiéu qua cta vacxin hoat dong
clia sang ché va chimg minh rang n6 khong gay anh hudng hodc tic dong khi duge su
dung cho chim két hop véi vacxin khang bénh Marek. Vacxin dugc sit dung trong
tring va dudi da.

Cudi cung, 270 con ga con thuong mai gidng sang Leghorn 1 ngay tubi (DE)
(CRL) dugc st dung, dugce chia thanh 9 nhom véi mdi nhém 30 con ga con, theo nhu

ndi dung duoc thé hién trong Bang 2.

Vacxin hoat dong rFAdV9-435 duge sir dung trong trimg sau & ngay u (DI) qua
khoang tai niéu (Ai) véi ty 1€ 1a 10%"DICC50 %/0,2 mL mdt minh cho cdc nhém 2 va
6, va dugc tron va dugc st dung két hop vé6i vacxin khang ching Marek HVT cho cac
nhom 1 va 5. Mit khac, cac thir nghiém dugce thuc hién béng cach str dung vacxin mot
ngay sau khi sinh (DE), du¢i da (SC) trén phén giita va trén clia ¢d cho su chiing ngira
v6i vacxin tFAdV9-435 & ty 1& 1a 10%'DICC50 %/0,2 mL. Mgt minh vacxin dugc su
dung cho cac nhom 4 va 8; va dugc tron va dugc su dung két hop véi vacxin khang
chung Marek HVT cho cdc nhém 3 va 7. Cubi cing, & 10 DE cdc nhém 5 dén 8 duogc
tai tiém ching SC voi 10%°DICC50 %/0.5 mL ctia vacxin rEAdV9-435.
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Bang 2. Diéu tri cdc nhém véi vacxin rFAdV9-435.

Neav st dune v Thtr nghiém véi
Nhé Vacxi du:gny dun .Vgcxin VIAAP-HSN2 ngay
om acxin g g tudi (DE
18-DI | 1-DE |10-DE | 19 DE |31 DE | 45 DE
Gl |[rFAdV9-435+HVT Ai 10 10 10
G2 |[tFAdV9-435 Ai 10 10 10
G3 [tFAdV9-435+HVT SC 10 10 10
G4 |tFAdV9-435 SC 10 10 10
a5 zl;!gdv9-435 +HVT +1FAdVY-| . - 10 10 10
G6 |rFAdV9-435 + rFAdV9-435 Ai SC 10 10 10
o7 ZF?)?dV9-435 +HVT + rFAdV9- sc | sc 10 10 10
G8 |rFAdV9-435 + rFAdV9-435 SC | SC 10 10 10
G9 |Pdi chimg (khong tiém ching) | ---- | ----- 10 10 10

Cac dong vat thtr nghiém duoc nhét trong 16ng biét 1ap, chiing dugc thir nghiém

& 19, 31 va 45 DE dugc chia cac nhém vao trong ba nhom phu mdi nhém 10 con ga

con, cho moi thir nghiém.

Virut thir nghiém 1a virut cim gia cAm c6 kha ning gy bénh cao, VIAAP-H5N2,

ching A/chicken/Querétaro, ma duoc didu chinh v6i PBS dén pH 7,2, dé sir dung
107°DIEP50 % trong 0,3 mL cho mdi con ga, thé tich ma mdi con ga dugc nhan st

dung 0,06 ml (hai giot) vao mdi mét va 0,09 ml (3 giot) vio mdi bén miii.

Vi du 6A. Pdnh gid tiém ning

T4t ca cac nhém duoc quan sat hang ngay trong 10 ngay sau khi thir nghiém dé

danh gia dir liéu thtr nghiém; mdi con ga duogc kiém tra riéng va dugc ghi lai vai tri s0

bang s theo dit liéu trong bang 3.

Bang 3. Su danh gid hang ngay cua dit liéu 1am sang sau thir nghi€ém véi VIAAP-

H5N2.

Céac biéu hién 1am sang Nhe Nang
Viém két mac 1 2
Viém két mac + 16ng xu 3 4
Viém két mac + 16ng xu + hon mé 5 6
Chét 7 -
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Tri s6 16n nhét cho do nghiém trong di lidu 14m sang (MCDS) ctia mdi nhom thir
nghiém tuong Gng voi trung binh cua tdng tri sb riéng biét. Ty 1& tr vong (M) dugc
udc tinh trong co so tich iy trong 10 ngay quan sat, diéu chinh tri s6 16n nhét ctia cac
tin hiéu 1am sang & 100%.

Ty 1& méic bénh 16n nhat ctia nhom (MM) béng ty 1é phan trim t61 da clia cac con

ga bi 6m trong mot trong s6 10 ngay quan sat. Chi sé ty 16 mac bénh (IMb) duoc tinh

toan nhu sau:

(SMCC) (MM)
IMb=

100
Vi du:

(56 %) (80 %)
IMb= IMb = 44,8 %
100

Céc két qua cua sy bao vé dbi véi ty 16 tr vong (PM) va IMb trén cac con ga

dugc thir nghiém vi VIAAP-HSN2 & 19, 31 va 45 DE duoc thé hién trong bang 4.

Bang 4. Hiéu qua trén ga con CRL dugc tiém chung v6i rFAdV9-435 va dugc thir
nghiém v4i VIAAP-H5N2.

Nhém PM (%) TMb (%)

19DE | 31 DE | 45DE | 19DE | 31 DE | 45 DE
Gl 90 100 100 16,8 | 12,7 8,2
G2 90 100 100 26,7 6,5 7,1
G3 100 100 100 3.9 1,5 1,0
G4 100 100 100 1,2 1,2 0,9
G5 100 100 100 9.1 9,7 7,6
G6 100 100 100 10,2 8.8 5,0
G7 100 100 100 0,1 1,2 0,6
G8 100 100 100 0,5 0,6 0,1
G9 0 0 0 100 100 100

Nhu s6 liéu trén Bang 4, hiéu qua vacxin rFAdV9-435 cla sang che cho viéc sir
dung ctia né trong kiém soét dich cim gia cam H5N2 duoc xac nhén, va dé xuat la co

thé dugc sir dung dé kiém soat cic phan nhom cum gia cam khac.
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Tuong tu, cac két qua nay x4c nhén 1a hdn hop va viéc stt dung ctia vacxin khang
bénh Marek khong can tré v4i vacxin hoat dong rFAdV9-435 khi dugc sir dung két
hop.

Vi du 6B. Ddnh gid kha nang mién dich

Két qua vé cac kiém tra trc ché ngung két hong cau (IH) da cho thay cic mirc
khéng thé dbi v6i khang nguyén (Ag) clia VIA-435, cta ca hai nhom dugc tiém ching
va d6i ching da thé hién cdc muc rat cao cla cac khing thé me, cta 2°0 ¢ 2%3trong
huyét thanh chim thu duoc & 1 DE (Fig.6), va tir 24¢ dén 284, cho huyét thanh thu duoc
6 10 DO (Fig.7).

Trong trudng hop cta huyét thanh thu duge & 19 DE tir tat ca cdc nhém (ca nhom
dbi ching va nhém duoc tiém ching, bao gdbm nhém dugc ching nglra trong trimg
hoic & DE véi viéc tai tiém ching ctia rTFAdV9-435 & 10 DE, cac mirc khang thé dugc

phét hién nim trong pham vi tir 236 dén 24 (Fig.8 va 9).

Céc két qua 6 trén thé hién rang cac mirc khang thé khi duoc phat hién tuong Gng
v6i cac khang thé me ma khong dugc gy ra boi viée st dung vacxin rFAdV9-435.
Tuy nhién, nhu vira dugce dé cap & trén, PM duoc chp cho thir nghiém sém & 19 DE
cho cac nhom khac nhau 1a tir 90 % va 100 %, ma chi ra réng hi€u qua cla vacxin cua
sang ché khong bi anh huéng béi cac khang thé me ddi véi VIA-435. Ngoai ra, dé
nghi 1a c6 thé kich thich dap ung mién dich cu thé kiéu té bao, tao ra sy bao vé trude
khi thtr nghiém, ma pht hop tai liéu khoa hoc chi ra ring mién dich € bao la mot trong

s0 cac phan quan trong cho viéc kiém soat bénh do virut.

Hon nita, nhu c¢6 thé thay trén Fig.10 cho huyét thanh thu dugc & 31 DE, cac két
qué chi ra rang cac nhém dugc chung ngira trong trimg khong c6 dap tmg khang thé c6
thé phat hién cho kiém tra IH, trong khi cho cdc nhom dugc ching nglra & cac mirc
khang thé DE do vacxin rFAdV9-435 dugc phat hién véi do chuén 1a 263 va 2%8 cho
cac nhom 5 va 6, trai ngugce vo1 nhom d6i chimg khong tiém chung ma dan dén trung

binh cta 221

Nhu duoc thé hién trén Fig.11, trong truong hgp cua cac nhom duge ching ngira
trong trimg véi viéc tai tiém chung ¢ 10 DE, cac mirc do vira phai cua cac khang thé

dugce gay ra boi vacxin tTFAdV9-435 duoc phat hién, véi do chuén 1a 244 va 2*9 cho
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cac nhom 5 va 6, tuong ung. Mot cach twong dbi, nhém ddi chimg khong tiém chiing
dén dén do chun khang thé IH trung binh 13 10%!, ma vé k¥ thuat dugc xem la cac do
chuén tiéu cuc. Trong trudng hop cac nhom duge ching ngira ¢ DE, véi viée tai tiém
ching & 10 DE, két qua 1a 26 va 268 cho cac nhém 7 va 8 tuong tng, dé xuat 1a dap
ng mién dich tién st di co.

Trong truong hgp cua huyét thanh thu duogc & 38 D; céc két qua trén Fig.12 chi
ra, cho cac nhém duoc ching ngtra trong trimg, ma vacxin tFAdV9-435 dung cho lan
dAu cho phép phat hién cac nhom khéng thé da néu dbi voi VIA-435 Ag; cu thé hon,
cho nhom 1 cia 2% va cho nhém 2 cua 2*!. Mit khac, cho cac nhom dugc chiing ngira
& DE, céc mirc do khang thé dan dén do chuan 1a 288 va 254 cho cdc nhom 3 va 4,
tuwong Gng, trai nguoc voi nhom d6i chimg khong tiém ching ma dan dén trung binh 1a
912

Nho d6 dé cap dén cac nhém duge ching nglra trong trimg véi viée tai tiém
chung ¢ 10 DE (Fig.13), cdc mirc do cua cic khang thé duoc gy ra duogc phat hién
cho vacxin rFAdV9-435, véi d6 chuén 1a 2%° va 28! cho cac nhém 3 va 4, tuong Ung,
twong quan voi nhom d6i chimg, khong tiém ching ma c6 két qua véi trung binh la
10'2. Trong truomg hop cac nhém duge ching ngira & DE, véi viéce tai tiém chung ¢ 10
DE, két qua 1a 289 va 284 for c4c nhom 7 va 8, tuong tmg, ma chi ra rang ngay ca & 38

murc khang thé DE tiép tuc tang cho tit c cac nhom.

Cudi cung, cho huyét thanh thu duoc & 45 DO, cac két qua chi ra, ¢o thé duoc
hiéu 1a trén Fig.14, cho cac nhom dugc ching ngira trong trimg, ma vacxin rFAdV9-
435 cho phép phat hién cac khang thé déi voi VIA-435 Ag, cho nhém 1 cua 2** va cho
nhom 2 cia 2%, trong khi cho cac nhom 3 va 4 cac mirc do khang thé dan dén do
chuén 1a 284 va 28!, twong ung, trdi nguoc voi nhom ddi chimg khong tiém ching ma

dan dén trung binh ctia 2°%.

Trong cac nhom dugc ching ngira trong trung véi viée tai tiém chung ¢ 10
DE(Fig.15), cac mtrc khang thé duoc phat hién dugc giy ra béi vacxin rFAdV9-435,
v6i chudn d6 1a 266 va 268, cho nhém 5 va nhém 6, twong Gng, trong quan v6i nhom
d6i chiing, khong tiém ching ma dugc két qua véi trung binh 1a 1008, D6i vé6i truong
hop cac nhom duge chung ngra & DE, véi viéc tdi tiém ching & 10 DE, két qua 1a 2°°

va 2199 cho céc nhom 7 va 8, twong Gng; diéu nay chi ra 1a ngay ca & 45 mic khang thé
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DE dugec duy tri ¢ mic giéng nhau cho cdc nhém 5 va 6, trong khi cho cic nhom 7 va

8 murc khang thé nay tiép tuc ting.

Nhu c6 thé duoc quan st tir & trén, cac két qua nay chi ra 1a vacxin rFAdV9-435,
duoc tao ra theo sang ché, ¢6 kha niang giy ra cac mirc d§ khang thé c6 thé phat hién
cho kiém tra IH, cho cac nhém dugc tiém chingtrong trimg v6i sy phat hién bét dau tir
31 DE cho cac nhom dugce ching nglra trong trimg va vige tai tiém chung ¢ 10 DE.
Trong khi dbi v6i cdc nhom duge tiém chung ¢ DE, khong c6 tai tiém ching, su phat
hién cling dugc dua ra bat dau tir 31 DE, nhung véi d6 chuan cao hon do chuin cho
nhom dugc tiém ching trong trimg va dugc tai tiém ching ¢ 10 DE; cho nhém duogc
tiém chung & DE va dugc tai tiém ching & 10 DE, cdc mic khang thé duoc phat hién

khong boc 16 & thoi diém nay dap tmg tién st quan trong.

Cac mtrc khang thé cho nhom 1 dugc phat hién dung cho 1an diu & 38 DE (tiém
chung trong trimg), va cho nhom 3 (tiém ching & DE) tang lén trong mirc khang thé
dugc phat hién, ma chi ra rang vacxin rFAdV9-435 tiép tuc ting dap (g dich thé ngay
ca & 38 DE. Tuong tu, & 38 DE, cho nhom dugc tiém ching trong trimg véi viéc tai
tiém chung & 10 DE, ting muc khang thé cao hon mirc khang thé ciia nhém ma chi
nhan trong trimgliéu duge ghi chii; trong khi cho nhom dugce tiém ching & DE, v6i
viéc tai tiém ching ¢ 10 DE, cac khang thé ting 1én & 38 DE khong dang ké so véi
nhém ma chi nhan duy nhét mét liéu & DE.

O 45 DE, ca hai cho nhom v6i mot liéu cua vacxin trong trimg va nhém véi mot
lidu cua vacxin & DE, cac mtc d6 khang thé duge duy tri gan nhu gidng véi 38 DE,
ma chi ra ring cho cic nhém niy mirc ti da cua cac khang thé luu thong c6 thé phat
hién boi kiém tra TH dat dugc & 38 DE. Trong khi cho cac nhom dugc tiém chingtrong
trimg va mot ngay sau khi sinh, voi viéc tai tiém ching ¢ 10 DE, quan trong tang 1én
trong cac muc do khang thé van dugc phat hién.

Vi du 7. Ddnh gid vacxin hoat djng tdi 16 hop rFAdV9-435 in vitro dwgc siv dung
riéng Ié hodc két hgp véi vacxin khdng bénh Marek, vdi viéc tiép xiic nguon bénh &

93 DE

Nghién ctru tht hai dugc thyc hién dé xac dinh hiéu qua ctia vacxin hoat dong

theo sang ché.

Vacxin duoc st dung qua SC cho 180 ¢ ga con CRL dugc chia thanh 6 cac nhém

v6i mdi nhém 30 con ga con, theo két qua dugc thé hién trong bang 5; HVT vacxin
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khang bénh Marek dugc st dung két hop véi vacxin theo sang ché 13 vacxin thurong
mai v6i do chuén 1a 4200 UFP/mL va vacxin nay dugc st dung theo cac chi dan cta

nha cung cap.

Cho muc dich cua cac vi du sau, dugc xem 1a 1 lidu cho ga (DP) tuong tng v6i
s6 mil lidu lwong trong thang logarit dugc st dung cho mdi con ga, duogc biéu dién
trong DICC50 %; vi du, néu mot liéu 1a 10! DICC50% dugc st dung, diéu nay twong
duong vé6i 7,1 DP.

Céc con vat thir nghiém duogc nhdt trong cac chuéng biét 1ap, ma chung dugc thu
nghiém ¢ 19, 31 va 93 DE qua dudng mét va qua miii voi 0,3 mL ctia VIAAP-H5N2
(chting A/chicken/Querétaro/14588-19/95), st dung 10*°DIEP50 % trong 0,3 mL cho

moi con ga.

Béng 5. Diéu tri cac nhom véi vacxin rFAdV9-435.

, N 2 . | Céc thr nghiém
Céc ngay st dung, liéu lvong va véi VIAAP-H5N2
Nhém Vacxin dutmg ding vacxin & DE khéc
1 DE 10 DE Il)% 31 DE|93 DE
rFAdV9-435
Gl VHVT SC (7,1 DP/0,2 mL) 10 10 10
G2 tFAdV9-435 | SC (7,1 DP/0,2 mL) 10 10 10
SC (7.5
G3 rFAD9-435 SC (7,1 DP/0,2 mL) DP/0.5 mL) 10 10 10
G4 FAdV9-435 | SC (6,1 DP/0,2 mL) 10 10 10
IM (6,5
G5 rFAdV9-435 | SC (6,1 DP/0,2 mL) DP/0.5 mL) 10 10 10
G |D0i ching khong . . 10 | 10 | 10
ti€ém ching

Vi du 74. Pdnh gid tiem ning

T4t ca cac nhoém duoc quan sat hang ngay trong 10 ngay sau mdi thir nghiém. Dé
thuc hién danh gia 1am sang, mdi con ga dugc kiém tra riéng va mdi két qua dénh gia
theo sb liéu thay d6i 1am sang dwgc quan sat, theo bang 3.

M va IMb duoc tinh todn theo cach néu trong vi du 6A. Cac Kkét qua duogc thé

hién trén cac Fig.16 dén 18.
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Hiéu qua trude khi thir nghiém sém ¢ 19 DE, da chi ra réng vacxin duoc tao
vecto rTFAdV9-435 duoc st dung qua SC & ty 1¢€ 1a 0,2 mL véi 7,1 DP khi két hop véi
vacxin HVT trong vacxin Marek pha loging hoac riéng biét, da tao ra su bao vé vdi ty
1& tir vong (PM) & 70 % v6i IMDb thép, 1a 18,4 % va 19,3% tuong tmg. Két qua nay xac
nhén 13 kha ning mién dich cta vacxin rFAdV9-435 khong bi anh hudng bédi vacxin
HVT khang bénh Marek.

Két qua dénh gid v& hidu qua trude khi thir nghiém sém & 19 DE cho thdy réng
vacxin dugc vecto rFAdV9-435 duoc st dung ciing véi vacxin Marek HVT hodc ri€éng
biét, tao ra PM tir 70 % dén 90 % va IMb thap (xem Fig.16). Két qua ndy xac nhén la
kha ning mién dich ctia vacxin rFAdV9-435 khong bi anh hudéng bdi vacxin HVT
khang bénh Marek.

Tuong tu, cac két qua nay chi ra 1a chi can sitr dung mot 14n 6,1 DP vacxin
tFAdV9-435 mdt ngay sau khi nd, cho phép cac con chim c6 su bao vé twong tu vdi
khi chi st dung 1a 7,1 DP dugc sit dung hodc ma khi lidu thr hai duge st dung & 10
DE.

Trong truong hop cua thir nghiém ¢ 31 DE, cac két qua dugc quan sat trén Fig.17
chi ra 1a vacxin dugc tao vecto tIFAdV9-435 dugc st dung qua SC, mot minh hodc két
hop v6i vacxin HVT khang bénh Marek, da tao ra PM cua 100 % véi gan nhu vo hiéu
IMb trong tit ca cac nhém dugc tiém ching, ma ciing duge xac nhan véi do 1a kha
ning mién dich cta vacxin rFAdV9-435 khong bi anh huéng béi vacxin HVT khang
bénh Marek.

Tuwong ty, dugc quan sat la st dung mot lidu duy nhit 12 6,1 DP cta vacxin

tFAdV9-435 1a du dé tao ra sy bao vé vu viét dén thir nghiém & 31 DE.

Theo cach tuong tu, trén Fig.18 cac hiéu qua truéc khi thir nghiém mudn ¢ 93
DE chi ra la vacxin dugc tao vecto cua sang ché, dugc st dung riéng 1€ hodc Kkét hop
v6i vacxin HVT khang bénh Marek, da tao ra PM la 100 % va IMb gén nhu vo hiéu.
Véi didu do, da thé hién 12 vacxin rtFAdV9-435 giit kha ning mién dich gidng nhau it
nhét 1én dén 93 DE, ngay ca khi st dung mot lidu 1a 6,1 DP dugc sir dung mot ngay

sau khi sinh.

Vi du 7B. Pdnh gid khd ning mién dich
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Céc mAu huyét thanh thu dugc tir tat ca cac nhém & 19, 31 va 03 DE, duoc giit 6
-20 °C dén khi st dung. Tién hanh pha lodng gap doi theo loat huyét thanh va cho tiép
xtic v6i 4 don vi ngung két hong ciu (UHA) ctia VIABP-435 trong kiém tra TH.

Cac két qua dugc téng hop trén céac Fig.19 dén 21, ma tuong tu co thé duoc quan
sat v6i cac két qua vé PM va IMb, do cac mirc d§ khang thé dugc do trong cdc nhém
duoc ching ngtra cho céac thir nghiém duge thuc hién 6 19, 31 va 93 DE la tuong tu

cho tat ca vacxin dugc ki€ém tra.

Vi du 8. Hiéu qud ciia vacxin rFAdV9-435 hoat dpng tdi 16 hop dwoc sic dung qua
IM, so véi viéc sie dung qua SC, va sw phdt hién cia virut HVT ciia bénh Marek

trén nang long

330 con ga con LPE dugc st dung, dugc chia thanh 22 nhém véi mdi nhém 15
con, theo nhu cac nhom thé hién trén bang 6. Vacxin dugc sir dung ¢ 1 DE, cling nhu
& cac gio khac nhau sau khi sinh (HE) va DE (ngoai trir nhém dbi chimg khong tiém
chung), mot minh hodc két hop véi vacxin thuong mai HVT khang bénh Marek, ma c6
d6 chuén 1a 4200 UFP/mL va n6 duoc st dung theo cac chi din phong thir nghiém
thuong mai.

Cac con chim thtr nghiém dugc nhét trong cac chudng riéng biét, ma chung dugc
thir nghiém & 31 DE qua dudng mat va qua miii v6i 0,3 mL cia VIAAP-H5N2 (chung
A/chicken/Querétaro/14588-19/95), vai lidu luong st dung 1a 108°DIEP50 % cho mdi

con ga.

Bang 6. Piéu tri cac nhém voi vacxin rFAdV9-435 va/hoac HVT.

Vacxin, cac duong dung va lidu lurong dugce su dung & HE va DE , ,
, Cac thu
) khac nhau A s
Nhom nghiém ¢
1 DE 2HE | 4DE | 10DE | 14DE 31 DE
SC
Gl | rFAdV9-435 (7,1 DP) 10
+HVT (dugc tron)
SC
G2 | rfFAdV9-435 (7,1 DP) 10
+SCHVT
G3 5C 10
rFAdV9-435 (6,1
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DP)+HVT (dugc tron)
SC rFAdV9-435 (6.1
G4 DP) + SC HVT 10
SC
FFAdVO-
G5 SC HVT 15 (. 10
DP)
SC
FAAVY-
G6 SC HVT s (01 10
DP)
SC rEAVY-
G7 SC HVT 55 (7.1 DP) 10
SC rEAVY-
G8 SC HVT 55 (6.1 DP) 10
SC
G9 SC HVT rfﬁ.dg%' 10
DP)
G10 SC HVT 10
SC FAdV9-435 (7,1
Gl1 op) 10
G12 | SCIFAdV9-435 (6,1) 10
IM rFAdV9-435 (7.1
GI3 1 ppy+ SCHVT 10
M rFAdV9-435 (6,1)
Gl4 +SC HVT 10
™
FFAAVY-
G15 SC HVT s 01 10
DP)
™
FFAQVY-
G16 SC HVT s (0.1 10
DP)
IM rEAdVO-
G17 SC HVT 55 (7.1 DP) 10
IM rFAdVO-
G18 SC HVT 25 (6.1 DP) 10
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IM

G19 SC HVT rfﬁdgi' 10
DP)

G20 | IMFAdV9-435 (7,1) 10

G21 | IMFAdV9-435 (6,1) 10

G22 Péi chimg khong tiém chiing 10

Vi du 84. Sw phdt hién chung virut HVT Marek

15 ngay sau khi tiém chung (PV), ba nang 10ng tir nAm con ga cua mdi nhém
duogc tiém ching va ciia nhém dbi chung khong tiém chung thu duge va duge sit dung
dé chuén bi khéi luong duge ngam trong ty 1€ 1:5 voi PBS & pH 7.2 va cac kiém tra
PCR vi PCRtr dugc thuc hién trén cdc mau. Céac kiém tra cac két qua dugc thé hién

trong bang 7.

Béng 7. Cac két quéa thu dugc tir cac nhém diéu tri v6i vacxin tFAdV9-435 va/hoac

HVT
Nhom| PORHVT | PCRUHVT ngl'?i/ ;ﬁl‘ﬁ tt};g vl b

15 ngay PV | 15 ngay PV &31DE
Gl Pos 1.6 x 10 100% 1,2
G2 Pos 6,4 x 10 100 % 2.3
G3 Pos 3,1 x 10 100 % 0,8
G4 Pos 5,5 x 10° 100 % 1,2
G5 Pos 7,1 x 106 100 % 0,7
G6 Pos 7,8 x 10 100 % 2,1
G7 Pos 5,9 x 10° 100 % 0,0
G8 Pos 5,0 x 10° 100 % 0,1
G9 Pos 8,3 x 10° 100 % 2.3
G10 Pos 9,7 x 10° 0 % 100 %
Gl11 Neg Neg 100 % 1.0
G2 | Neg Neg 100 % 2.3
G13 Pos 2,4 x 10 100 % 1,2
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G14 Pos 3,4x10° 100 % 2,6
G15 Pos 3,2x 108 100 % 1,3
G16 Pos 5,7 x 106 100 % 2.4.
G17 Pos 1,3 x 108 100 % 2,0
G18 Pos 2,6 x 108 100 % 1,7
G19 Pos 4,9 x 108 100 % 2,0
G20 Neg Neg 100 % 1.8
G21 Neg Neg 100 % 2,6
G22 Neg Neg 0 % 100 %

Nhu ¢6 thé duge quan sat, tat ca cac nhom duge tiém ching véi HVT ching
vacxin khang bénh Marek riéng 1¢ hodc két hop voi rFFAdV9-435 véi céc lich tiém
ching khac nhau, da tao két qua tich cuc dén kiém tra PCR cu thé cho virut HVT su
phat hién trén nang 16ng. Nguoc lai, cac nhom dugc ching ngtra chi voi rFAdV9-435
va dbi chung khong chiing ngira da tao tiéu cuc cho kiém tra PCR/HVT gidng nhau.

Déi véi cac két qua PCRtr, két qua cho nhém duge tiém ching chi véi vacxin
HVT 1a 9,7 x 108, trong khi ddi véi tit ca cac nhém dugce tiém ching vdi cac lich
khac nhau véi viée stt dung HVT va rFAdV9-435, cac két qua da thay doi tir 1,6 x
1050 18n dén 8,3 x 10%0. Trong truong hop cia cic nhoém dugc tiém chung riéng véi

rFAdV9-435 va nhém dbi chimg khong tiém ching, cac két qué 1a tiéu cuec.

Theo dudng ding vacxin tFAdV9-435 (SC hodc IM) va virut HVT géy ra bénh
Marek (SC), cac két qua dbi voi ca hai PCR va PCRir chi ra 1a virut vacxin HVT ¢
thé tai tao phu hop trong céc co quan khac nhau va cudi cung duoc chira trong céac
nang 16ng, nhd do cac sy chénh léch (khong dang ké) trong co s& 10 logarit dugc phat
hién trong kiém tra PCRtr khong biéu thi 1a vacxin rEAdV9-435 can trd su tai tao virut
HVT, ho#c lugng virut ctia né hodc su luu thong trong sinh vt dén muc do ma dap

mg mién dich vacxin HVT phu hgp tranh duoc.
Vi du 8B. Bdnh gid tiém ning

Tt ca cac nhom dugc quan sat hang ngady trong 10 ngay sau khi thir nghiém
(PD). Dé thuc hién danh gi4 1am sang, mdi con ga dugc kiém dinh riéng va n6 dugce

cho tri s6 bang sb theo céc thay dbi 1am sang dugc quan sét, theo bang 3.
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PM va IMb duoc tinh toan theo nhitng gi dugc chi ra trong vi du 6A. Cac két qua

cling dugc thé hién trong bang 7.

Cac két qua codng hiéu chi ra 1a vacxin rFAdV9-435 dugc st dung qua SC hoic
IM, c6 hodc khong c6 vacxin HVT va véi cac lich tiém ching khac nhau, ¢o thé tao ra
su uu viét 100 % PM va IMb gén nhu vO hiéu cho tAt ca cac truong hop, trdi nguoc

véi dbi ching khong chung ngira ma PM 12 0 % véi IMB t6i da 1a 100 %.

Trén co s& cac két qua tir cac vi du 8A va 8B, ¢o thé noi 1a vacxin cang HVT
khang bénh Marek va vacxin rFAdV9-435 khang IAAP-H5N2, ¢ thé duoc st dung

cung nhau ma khong dnh huéng dap ung mién dich cua ca hai vacxin.

Vi du 9. Hiéu qud ciia vacxin rFAdV9-435 hoat dong tdi 16 hop dwgc sit dung qua
IM, so voi st dung qua SC

5 nhém mdi nhom gém 10 LPE con ga dugc tao ra, 4 trong s6 do duoc tiém
ching va 1 duoc dé lai lam dbi chimg khong chiing ngira, theo bang 8.

Cac con ga dugc nhét trong 16ng biét 1lap va dugc thit nghiém 6 31 DE qua
duwong mat va qua mili véi 0,3 mL ciia VIAAP-H5N2 (chung A/ga/Querétaro/14588-
19/95), sit dung 7,5 DP cho mdi con ga.

Bang & Cac nhom diéu tri véi vacxin rFAdV9-435.

Ngay sur dung, lidu lugng va duong dung | Thir nghiém véi
Nhoém Vacxin vacxin VIAAP-H5N2
1 DE 10 DE 31 DE
Gl FAdV9-435 |IM (6,1 DP/0,2 mL) 10
G2 rFAdV9-435 IM (6,5 DP/0,5 mL) 10
G3 rFAdV9-435 | SC (6,1 DP/0,2 mL) 10
G4 rFAdV9-435 SC (6,5 DP/0,5 mL) 10
o |Cmmelet  — | - 1

Vi du 9A. Pdnh gid tiém ning

T4t ca cac nhém duge quan sat hang ngay trong 10 ngay PD. Dé thuc hién ddnh
gi4 1am sang, mdi con ga dwoc dénh gia riéng va két qua so liéu dbi véi thay doi 1am

sang dugc quan sat, dugc thé hién trén bang 3.
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PM va IMb duoc tinh theo nhu phuong phap néu trong vi du 6A. Cac két qua
dugc thé hién trén Fig.22.

Céc két qua cong hiéu trudc khi thir nghiém & 31 DE véi VIAAP-H5N2, chira la
vacxin duogc tao vecto rFAdV9-435 dugc st dung qua IM mot ngay sau khi sinh ¢ G1
va G2 dugc chp PM ciia 100 % v6i IMb ciia 1,2 va 2,3 twong tmg. Cac két qué tir G3
va G4, duge chiing ngira qua SC 14 100 % PM va IMb cua 1,3 va 2,6, ma xac nhén kha
ning st dung cua duong SC, cling nhu duong IM, dé str dung vacxin rFAdV9-435.

Vi du 9B. Bdnh gid kha néing mién dich

Céc mAu huyét thanh thu dugc tir tit ca cac nhém & 31 DE, ma dugc gitr ¢ -20 °C
dén khi s dung. Su pha lodng glp doi theo tuan tur cia huyét thanh dugc d6i mat véi

véi 4 don vi ngung két hdng cdu (UHA) ctia VIABP-435 trong kiém tra IH.

Kiém tra IHs céc két qué duoc thé hién trén Fig.23. Huyét thanh duogc thuc hién
& 31 DE phan anh trung binh 1a 246, 251, 245 va 248 cho G1, G2, G3 va G4 tuong tng,

chi ra moi twong quan cao voi sy bao vé clia cac con chim truée khi thir nghiém.

Céc két qua ndy xAc nhén 1a vacxin cia sang ché c6 hiéu qua bing nhau trong
viéc gay ra cac khang thé Iuu thong khi duge sit dung qua IM va khi dugc sir dung qua
SC.

Vi du 10. Pdnh gid vacxin hoat dong tdi 16 hop rFAdV9-gB in vitro khdng virut giy

bénh viém thanh khi quan ldy nhiém trén gia cim

Theo cach tuwong tu véi phuong phap dugc mo ta trong vi du 5, vacxin tai t6 hop
trong vecto adenovirut gia cdm v6i phan chén glycoprotein B cua virut gdy bénh viém
thanh khi quan 14y nhiém gia cam (LTI), dugc goi 1a vacxin tTFAdV9-gB dugc tao ra

va hiéu qua cua n6 dugc kiém tra.

90 LPE con ga, dugc chia thanh 9 nhom mdi nhém gbébm 10 con, 1 nhém d6i
chimg khong tiém ching, 1 d6i chimg khong chiing ngra va mot nhom khoéng duoc
thir nghiém va 7 cdc nhom dugc chung ngira v6i vacxin sau ddy dugc st dung: a)
vacxin tFAdV9-gB; va b) vacxin thuong mai vé6i virut hoat dong dugc bién d6i phoi

ga (CEP-LTTI). Cac nhém duge chung ngira theo nhitng gi dugc thé hién trong bang 9.

Céc con vat thir nghiém dugc nhét trong cac 10ng riéng biét va dugc tha nghiém

& 31 DE véi virut ¢6 luong virut cao LTI (vwLTI), USA 63,140 chung, ma dugc su
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dung cho mdi con ga & ty 1€ lidu lugng 14 3,9 DP trong 0,3 mL, st dung hai giot trén
mdi mét va 3 giot trén mdi bén mili.

Bang 9. Cac nhom diéu tri v6i vacxin FAdV9-gB

Liéu luong va sir dung vacxin khang LTI, qua SC | thir nghiém
Nhoém vamat (O) & 1,4 va 10 DE v6i vvLTI
1 DE 4 DE 10 DE 31 DE
SC
Gl rFAdV9-gB (7,1 .10
DP/0,2 mL)
SC
G2 rFAdV9-gB (7,5 10
DP/0,5 mL)
SC SC
G3 rFAdV9-gB (7,1 rFAdV9-gB (7,5 10
DP/0,2 mL) DP/0,5 mL)
SC
G4 rFAdV9-gB (6,1 10
- DP/0,2 mL)
SC
G5 rFAdV9-gB (6,5 10
DP/0,5 mL)
SC SC
G6 rFAdV9-gB (6,1 rFAdV9-gB (6,5 10
DP/0,2 mL) DP/0,5 mL)
O
G7 CEP-LTI (3,1 10
DP/0,03 M)
G8 Déi chimg khong dugc tiém ching 10
Khong dugc tiém chiing ciing khong duoc thu
G9 = 10
nghiém

Vi du 10A. Ddnh gid tiém ning

T4t ca cac nhém duogc quan sat hang ngay trong 9 ngay PD. Dé thuc hién danh
gi4 1am sang, mdi con ga duoc kiém dinh riéng va cho s liéu vé cac thay doi 1am sang
dugc quan sat, theo bang 3.

M va IMb dugc tinh theo phuong phap néu trong vi du 6A. Cac két qua duge thé
hién trong bang 10.
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Cac két qua IMb duoc quan sat trong cac nhom khac nhau cia con ga LPI dugc
tiém ching d chi ra ring 9 ngay PD, v6i vwLTI, cac biéu hién 1dm sang thudng thip
hon cudng do vira phai, thap hon bidu hién dwoc quan sat ddi véi G8, ddi chimg khong
ching ngura.

béi voi G1, G2 va G3, duogc ching ngtra véi 7,1 va/hoac 7,5 DP cua rFAd9-gB
vacxin qua SC, IMb 14 6,2, 6,1 va 3.5 twong ung, trong khi cho cac nhém G4, G5 va
G6, duge chung ngira v6i 10 1n lidu luong thdp hon cia vacxin rFAdV9-gB (6,1
va/hoic 6,5 DP), tuong tu IMb thu duge, cta 6,5, 6,3 va 5,2, tuong (mg (Bang 10).
Céc két qua nay chi ra rang viéc sir dung 10 1an liéu lwong thap hon ciia vacxin dugc
tao vecto rFAdV9-gB khong cho thdy khéc biét dang ké dé tao ra cac con chim duoc
tiém chung ddi véi su xuét hién cda cac biéu hién 14m sang cia LT trong dugc chung
nglra cac con chim. Mat khéc, ching thé hién rang vacxin tai td hop cia sang ché, véi
phan chén gen gB ciia virut LTI, rFAdV9-gB, da thé hién két qua dé ngin céc ton
thuong trén thanh quan va khi quan hoi kém hon vacxin thwong mai CEP-LTI.

Doi voi M, khong dugc quan sat trong ca nhom.

Bang 10. hiéu qua vacxin rFAdV-gB

Nhém IMb Murc do té}n thuiorng chung
ctia nhém

Gl 6,2 ++
G2 6,1 ++

G3 3,5 ++
G4 6,5 ++

G5 6,3 ++
G6 5,2 ++
G7 2.4 +

G8 37,0 ++++
G9 0 -

Vi du 10B. Ddnh gid khd nang vé phong ngira ton thwong vi mo

Chin ngay sau khi thir nghiém céc con chim tur tAt ca cac nhom bi giét, cac thanh
quan va khi quan tir cac con chim trong mdi nhom dugc kiém tra dé x4c dinh liéu c6
ton thuong vi mo (su c¢6 mdt cua dich ri huyét thanh va xuét huyét trén ha niém thanh

quan va khi quéan), so sanh muc do thay doi vi mo véi khong tiém chung nhung dugce
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thir nghiém G8 ma sb 5 (+++++) dugc cép, va nhém ddi chimg khong duoc tiém

chiing cling khong dugc thir nghiém (duoc goi la G9) ma s6 khong (-) duoc cap.

Céc két qua phong ngira ton thuong vi mo dugc quan sat trong cac nhom khéc
nhau cta con ga LPE duogc tiém ching, cling dugc thé hién trong bang 10, chi ra la tat
ca cac nhém duge chung ngira bang vacxin tFAdV9-gB, (ngay ca dbi véi G4, G5 va
G6, ma lidu luong thap hon 10 l4n ctia vacxin nay dugc st dung cho no), da thé hién
cac chi sb bao vé ton thuong vi mo tuong tu, rat gén v0i su bao vé duoc tao ra bai

vacxin thuong mai CEP-LTI.

Cac két qua ndy xac nhan la viéc st dung lidu luong thap hon 10 lan cia
rFAdV9-gB khong cho thiy khac biét dang ké trong viéc giam su xuét hién cia t6n
throng vi mo & loai chim dugc tiém chung, va co thé thu duoc cac két qua gan véi cac
Kkét qua thu dufgé v64i vacxin thwong mai dugc tao ra véi virut hoan chinh va dugc lan

truyén trong phoi ga, ma khong gay ra céc rui ro vat chét cia no.

Theo mé ta & trén, c6 thé thdy dugc 13 vacxin tai t6 hop trong vecto adenovirut
gia cAm kiéu huyét thanh 9, da duoc dua ra dé c6 vacxin tai to hop 6n dinh, tao ra hiéu
qua ngay ca khi dugc st dung két hop véi vacxin bénh Marek, va ma hiéu qua khong
bi anh hudng bdi sy cd mat cia cac khang thé me, va rd rang ddi v6i nhitng nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat 1a cac phuong 4n clia vacxin tai t6 hop
trong vecto adenovirut gia cAm kiéu huyét thanh 9 va viéc st dung cta nd, theo mo ta
& trén va dugc minh hoa trong céc hinh v& di kém, chi minh hoa va khong gi6i han
sang ché, do mot s6 thay ddi khi xem xét chi tiét ctia n6 khong xa rdi pham vi cua sang
ché. Vi du, da chi ra béng thuc nghiém 1a co thé dat sy 6n dinh trong cac lan céy
chuyén lién tiép ctia moi trudng nudi cdy té bao vé6i cac gen ngoai sinh khac nhau va
6 thé st dung cac loai khac nhau cua cac chét dan thudc co thé chép nhan dugc cho

su diéu ché vacxin.

Do d6, sang ché khong nén dugc coi 1a bi gi6i han ngoai trir cac yéu cau trong

tinh trang k§ thuat va bdi pham vi cic yéu ciu bao hd kém theo.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Vacxin tai t6 hop bao gém vecto adenovirut gia cAm kiéu huyét thanh 9 (FAdV-9)
c6 it nhat mot chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén ma hoa it nhét mot khang nguyén
cia bénh dugc quan tdm va thay thé ving khong thiét yéu ctia bd gen adenovirut, va
chét mang dugc dung, chét phu trg va/hodc ta dugce, trong do6 vecto FAdV-9 nay 1a con
séng, va chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén vao gifta cac nucleotit 491 va 2782, va
trong d6 vacxin tai td hgp nay tao ra tac dung bao Ve, béng mot lidu, dén it nhét 90
ngay sau khi st dung.

2. Vacxin tai t hop theo diém 1, trong d6 vecto FAdV-9 bao gbm trinh trr néu trong
SEQ ID NO: 1.

3. Vacxin tai td hop theo diém 1, trong d6 chudi nucleotit ngoai sinh ma hoa it nhét
mot khang nguyén cta bénh dugc quan tdm, dugc chon tr bénh ciim gia cam, bénh
viém thanh khi quan lay nhiém & loai chim, bénh Newcastle, tui hoat dich nhiém
Fabricius, viém phé quan 1ay nhiém, bénh dugc gy ra béi metapneumovirut (MPNV),
bénh Marek, bénh thiéu méau lay nhim & loai chim va gen bét ky khac ¢6 kich thudc
cho phép cheén dugc vao trong vecto FAAV-9.

4. Vacxin tai t6 hop theo diém 3, trong d6 chudi nucleotit ngoai sinh ma hoa khing
nguyén cia nhom bao gbém ngung két t& hong cau (HA) cua dich cim gia cAm virut;
glycoprotein B (gB) va glycoprotein D (gD) virut viém thanh khi quéan lay nhiém o
loai chim (LTI); c4c protein HN va F cia virut gdy bénh Newcastle; protein VP2 lay
nhiém virut cta tdi hoat dich cua Fabricius; protein S1 va S2 cua viém phé quan lay
nhiém virut; protein F cua metapneumovirut (MPNV); va protein VP1, VP2 va VP3
ctia bénh thiéu mau 1ay nhiém & loai chim.

S. Vacxin tai td hop theo diém 4, trong d6 HA cua virut cim gia cAm duoc chon tir it
nhat mot trong s6 cac phan nhoém H1, H2, H3, H5, H6, H7 hodc H9 cua protein da néu.
6. Vacxin tai t6 hop theo diém 1, trong d6 chudi nucleotit ngoai sinh bao gdm gen ma
hoéa it nhat mot khang nguyén cta adenovirut gia cam khac v6i FAdV-9 dugc st dung
lam vecto virut.

7. Vacxin tai t6 hop theo diém 1, trong d6 ndng do virut it nhat 1a 10>°DICC50 % mbi

lidu.
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8. Vacxin téi t6 hop theo diém 7, trong d6 ndng do virut yéu cau dé dat dap tng khing
nguyén it nhét 1a 106°DICC50 % mdi lidu.

9. Vacxin tai td hop theo diém 1, trong d6 chit mang duogc dung 1a cac dung dich chua
nude, tét hon 13 duge chon tir nhém céac dung dich chira nude bao gém chat 6n dinh
TPGA trehaloza, phosphat, glutamat, albumin; cidc dung dich chira nudc bao gdm chat
6n dinh pepton; va cac dung dich chtra nude bao gbm sita tich kem.

10. Vacxin tai td hop theo diém 1, trong d6 vacxin nay con séng hodc hoat dong dugc
bao ché thich hop dé st dung trong co, trong mili, duéi da, béng cach phun, khi dung,
qua duong miéng hodc qua duong udng, hoic trong trimg.

11. Vacxin tai t6 hop theo diém 1, trong d6 bao gbm vacxin toan phan virut bénh
Marek.

12. Vacxin tai t hop theo diém 1, trong d6 bao gbm vecto FAdV-9 ¢6 it nhét hai
chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén ma hoa it nhét hai khang nguyén hodc tir bénh
duoc quan tim gidng nhau hodc tir cdc bénh duoc quan tdm khic nhau, va thay thé
vung khong thiét yéu ctia bd gen cia adenovirut, dugc chén vao gifta cc nucleotit 491
va 2782.

13. Vacxin téi t6 hop theo diém 1, trong d6 bao gbm it nhat vacxin tht hai trén co s&
vecto FAdV-9 c6 it nhat mét chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén ma ma hoa it nhét
mdt khang nguyén khac voi khang nguyén cia vacxin thu nhét, hodc tir bénh dugc
quan tam gidng nhau hodc tr cdc bénh dugc quan tim khac nhau, va thay thé ving
khong thiét yéu ctia bo gen cia adenovirut, dugc chén vao gifta cic nucleotit 491 va
2782.

14. Gibng gbc clia virut tai t6 hop adenovirut gia cam kiéu huyét thanh 9 (FAAV-9) c6
chudi nucleotit ngoai sinh dugc chén ma hoa khang nguyén bénh dugc quan tdm va
thay thé ving khong thiét yéu ciia bo gen adenovirut, dugc chén vao gitta cac nucleotit
491 va 2782, trong do gidng gde nay thu duge sau tlr 6 dén 11 1an ciy chuyén trong

moi trrong nudi cay té bao.

-30-



35072

1/19

00y “8iN
L998¢ LN
0cave “9M
LESGEL (SN
E09LL ‘PN
B869FL -EM
72001 “ZN
LESE "IN
2109v9 )
owoolLo Mingouxl -

a L'y

<_‘ .w_ n_ yJ49Q A TA WA __"_-_S_ LA

| | (] il
(E00%F) 104X (0Zav2) 10 (L2961 104X (869rL) loyx  (1LE9E) 1IoUyx | ,>_>_o
(17988) 104X (€09L4) toux trzoon) toux |

VI ZLoz Ier LH

-40-



35072

2/19

FIG. 1C
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FIG. 8
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<110>

<120>

LABORATORIO AVI-MEX,

35072

DANH MUC TRINH TU

S.A.

kiéu huyét thanh 9 (FADV-9)

<130> PCT1

<150>
<151>

2014
<160> 2
<170> Pate
<210> 1
<211> 593
<212> ADN
<213>

<400> 1
atgggagcca

tacggaggaa
gagtcagagc
caggggaaca
cccaatctcg
gtcggctttg
gcgtatgtga
gtaatggaca
agtctcacct
acgggcgcaa
<210> 2

<211> 1695
<212> ADN

<213>

<400> 2
atggaaagaa

attggttatc
acggtcacac
aaaggagtaa

cctatgtgtg

5-1044

-08-08

ntIn phién

Adenovirut gia

cctacttcga
ccgcatacaa
cgaacaagac
agaccaatac
gaccctgcat
cgggacggtt
aaccgttgaa
agactgacgc
atccggacag

tgaaagcaaa

virut cum A

tagtgattgc
atgcaaacaa
atgctcagga
agcccctcat

gtgaattcct

PCT/IB2014/063809

ban 3.5

catcaagggc
tcceectegeg
cgtcattacg
tgctgacgta
cagcgagatg
tgcgaaagtt
aaacgatggt
caagtatctg
cttgttaatc

ccgtcctaac

ctttgcaata
ttcaacaaaa
catactagaa
cctgaaggat

gaatgtgccg

DE C.V.

gttctagaca
cccecgcgaag
gggttaatga
gttaatagcg
ggagcactgg
acaaacgaga
tcgcagtcat
ggcgtgatgg
cctcecgecect

tacatcggtt

atcagcattg
caagttgata
aaagaacaca
tgcagcgtag

gaatggtcat

-5O-

gaggaccttc
cctttttcaa
ccacccccta
tgtcgggagt
atgatgcaac
atacgcgttt
taaaccccac
ccgtggaaga
cggactactc

tcagagataa

ttacaggtga
caatcatgga
atggaagact

ctgggtggat

acattgtgga

Vacxin tai td hop bao gdm vecto adenovirut gia cadm kiéu huyét
thanh 9 (FADV-9) va gibdng gbc cha virut tdi td hop adenovirut gia cém

ttttaaacca
caattggctt
ccgaaacgac
ttatccgaac
tgctgacctt
ggcatacgga
tccttactgg
tttcagcacc
aaccgttaac

ctt

ccaaatctgc
aaagaatgtg
ctgcagtctt
tctgggaaat

gaaagacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

593

60

120

180

240

300



ccatccaatg
atgagcagca
cataatgcct
cggaatgtag
accaacacca
actgagcaga
ctaaatcaga
aggatggaat
gggaacttta
atgaaaagtg
gtaaattcca
tatgtaaaat
acaagaggct
gatggatggt
gaatctacac
atgaacactc
aatttgaata
ctagtgctca
tacgataagg
gaattctacc
tacccacaat
gaatcaacag
ctggcaatca

agaatttgca

gcctgtgtta
caaatcacat
catcaggagt
tgtggttgat
atgtagaaga
caaaactcta
ggtcaatccc
ttttttggac
tagctcccga
aactggatta
gtctgccttt
cgaagaaact
tatttggagc
atggatacca
agaaagcaat
agttcgaagc
agaaaatgga
tggaaaacga
tccgactcca
acaagtgtga
actcaaaaga
ggacttatca
tggtagctgg

tctaa

ccctggaaac
cgagagaatt
gagctcggca
caagaaggat
ccttttaata
ccagaacctg
gaaaatagcc
aatattaaag
atatgcatac
tggcgactgt
ccacaatgtc
ggtccttgca
aatagctgga
tcatagcaat
taatggaatc
cattgggaaa
agatgacttt
gagaactctg
actgagagat
caatgaatgc
gtcaaaactg

gatactttca

tctatctttt

35072

ttcgacaatt
cagatatttc
tgcccgtcecca
aatgtgtacc
atgtggggag
aacacttatg
accagacccc
ccgaacgatt
aagatcacta
aataccaaat
catcccttta
acaggattaa
ttcatagaag
gagcagggta
actaataaag
gaattcaaca
ttggatgtat
gatctccatg
aatgcaaaag
atggaaagtg
aatagagagg
atctattcaa

tggatgtgcet

-60-

atgaagaatt
ctaggagctc
atggtatatc
gaacactaaa

ttcatcaccc

tatcggtggg
aggtgaacgg
caatcttttt
aaaaagggaa
gccagacccce
ccattgggga

gaaatgtacc

gggggtggca
gtgggtatgc
tcaactcaat
acctagaaag
ggacttacaa
attcaaatgt
aactaggcaa
tgagaaatgg
aaatagaagg
cagtggcgag

ccaatggatc

gaagcattta
ttggtccaac
ttcecttttte
gaagaactac
tactgatgca
aacatcaaca
acagagagga
tgagagtact
atcagcagtc
agtgggtgct
atgccccagg
ccaaaaagaa
aggaatggtg
tgcagacaaa
cattggcaaa
gagaatagaa
tgcagaactt
caagaattta
cggatgcttt
aacgtatgat
ggtcaaatta
ttccctagcea

attgcagtgc

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
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