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Linh vwe ky thuit dwoe dé cap

Sang ch¢ dé cdp dén vacxin chira hat virut c6 vé boc, vé boc cua ching dugce

loai lipit bang cach sir dung metyl B-xyclodextrin (MBCD).
Tinh trang k§y thuit clia sang ché

Virut 13 yéu t6 di truyén di dong khong c6 hoat tinh trao dbi chét trén chinh
n6. Vi véy, virut cdn phai 1ay nhiém vao té bao chi va str dung ning lwong va cac
quy trinh ctia té bao chii dé tai sinh. Mt sd virut 1a “trAn” c6 nghia 12 hat virut riéng
ré, hodc virion, chi bao gém vo capsid bao quanh hé gen virut va co thé bao gém mot
s it protein khong cau tric duge mi héa bai virut. O cac virut khac, vo capsid dugc
chira trong mang hodc v6 boc. Do hé gen virut thuong qua nhé dé ma hoa protein
tham gia vao qua trinh tong hop lipit, cac virut c6 vé boc nhu vay can phai xay dung
v6 boc cuia chung tir cac lipit cta té bao chu. Vi vay, ham luong lipit cia 16p vé boc

clia virut thay dbi tiry thude vao dic tinh lipit ctia té bao chu.

Céc virut thich nghi tot v6i véi sinh vat cha ciia chiung va thudng c6 kha ning
gdy bénh, gdy bénh va tham chi 13 tir vong cho vat chi cta chung. Cac virut c6 thé
¢6 tac dong 16n dén nén kinh té, bang cach 1ay nhiém cho con ngudi via/hoic dong
vét ddng hanh cua ching, hodc bang cich anh huong dén thuc vat va dong vat 1a
ngudn thuc phdm. Vacxin 1a phuwong phap wu tién dé bao vé dong vat chi khéi su lay
nhidm virut. Vacxin tao ra dap ung mién dich bao vé dbi véi cac virut chira khang
thé va kha ning mién dich cua t& bao. Ca hai loai dap tng thuong duge doi hoi dé
giam su lay nhiém mai cia té bao chi va dé loai bo cac hat virut va céac té bao bi
nhiém ra khéi vat chu.

Gén 40 nam trude, Moore va cac dong tac gia (J. Virol. 27(2): 320 — 329,
1978) bang cach st dung cac tii khong chtra cholesterol da chiing minh ring viéc
lam suy kiét cholesterol tir 16p vo boc ciia virut c¢6 thé lam giam kha ning céc hat
virut nhim vao té bao dich ciia ching. Nguoc lai, cac diéu tra vién khac da bao cdo

rang dé virut c6 kha nang lay nhiém, bit budc phai c6 mit cholesterol trong mang té
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bao dich ma khong phai trong 16p vo boc cia virut. Tuy nhién, nhitng nguoi khac da
dwa ra gia thuyét ring qua trinh loai bo cholesterol, chit khong phai la thiéu
cholesterol trong 16p v6 boc, 12 nguyén nhan khién cho kha nang ldy nhiém giam.
B4t ké 1a vai tro cua cholesterol trong chirc nang virut 1a gi, sw mat hoan toan va vinh
vién kha nang 14y nhiém van chwa dugc chimg minh dbi véi cac virut da duge 1am
suy kiét cholesterol, cling nhu khong chi ra cic virut dd duwoc lam suy kiét

cholesterol 1a hiru hi€u trong cac vacxin an toan va hi€u qua.

Céc phuong phap hoa hoc dé 1am suy kiét cholesterol di duge bao cdo, vi du
nhu, st dung xyclodextrin, n-butanol, di-isopropyl ete (DIPE), floete nhu sevofluran,
cac chit hoat dong bé mit nhu TRITON X-100™ (polyetylen glycol p-(1,1,3,3-
tetrametylbutyl)-phenyl ete hoac polyoxyetylen octyl phenyl ete) hoac TWEEN 20™
(PEG (20) sorbitan monolaurat), dietyl ete, va td hop ctia chung. Mot sé phuong
phap hoa hoc di dwoc ching minh 1a qua khac nghiét, ddn dén su tén hao protein
virut tir virion hodc dan dén su thay dbi cAu truc dbi véi cac protein con lai. Su c6
mat va cAu hinh tu nhién cua céc protein s€ la can thiét dé cac virion da bi suy kiét
cholesterol 1a hiru hiéu trong vacxin, ddc bi¢t 1a cac vacxin ma kich thich san sinh

cac khang thé trung tinh huéng dén protein thudc 16p vé boc clia virut.

Trong mot sb truong hop, su suy ki€t cholesterol dugc nhén théy 1a ¢6 thé dao
nguoc. Viée bd sung cholesterol ngoai sinh c6 thé gitp hoan nguyén 16p vé boc cuia
virut va phuc hoi kha ning lay nhidm. Diéu nay c6 thé gay ra mdi lo ngai vé do an
toan lién quan dén viéc st dung cac virut da duoc 1am suy kiét cholesterol trong cac
vacxin, do cholesterol va cac lipit khac c6 mét trong mau hodc cac dich thé khac,
hodc thdm chi mang t& bao chi tiép xtc véi cac virion di duge lam suy kiét
cholesterol, c6 thé c6 kha nang hoan nguyén virion nay va phuc hdi kha nang lay
nhiém.

Céc vacxin chtra cac virut da duoc lam yéu thudong duoc xem 12 hitu hiéu nhat
trong vi€c tao ra tinh mién dich bao vé. Tuy nhién, c6 mbi lo ngai vé d6 an toan réng
cac virut da duoc 1am yéu c6 thé bi dot bién hodc tai to hop va do d6 quay tré lai
trang thai doc. Cac virut da dugc lam bét hoat (ching han virut chét) thudong dugc

xem 12 an toan dé& dung trong vacxin, nhung cac phuong phap lam bét hoat thuong
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lam thay ddi hodc phé hiy cac epitop khang nguyén mot cach hiru hiéu khi cac chét

kich thich kha ning mién dich bao vé bi gidm hoac bi maét.

Do khéng c¢6 cac vacxin hiru hi€u, céc virut c6 vo boc tiép tuc gdy ra riii ro vé
mit sttc khoe cho ngudi va dong vat khong phai nguoi, va bénh gay ra baoi cac virut
¢6 v6 boc nay c6 anh hudng 16n dén nén kinh té. Can ¢6 céc vacxin cai tién ma vira
an toan vira hiéu qua. Vi du, phuong phép cai tién dé 1am bt hoat virut c6 vé boc ma
van béo toan dugc tinh sinh mién dich cua khang nguyén virut, duy tri dugc tinh
trang nguyén ven cla virion, va gay ra it hodc khong giy ra nguy co rii ro vé do an
toan s& co loi trong viéc 1am nhe bdt cac bénh gay ra béi virut c6 vo boc. Don sang
ché nay boc 10 phwong phéap cai tién dé bat hoat virut nhu vy, bao gém budc loai

lipit ctia 16p vé boc cia virut bang MBCD.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Theo d6, sang ché d& xuit phuong phép didu ché virut c6 vo boc dugc lam bat
hoat bao gém budc tron dung dich chira virut ¢6 vo boc véi dung dich MBCD thu
nhit d& thu duge hdn hop thir nhét; G hdn hop thi nhét trong mot khoang thoi gian
thtt nhat; tron virut c6 vé boc tir hdn hop thir nhét véi dung dich MBCD tht hai dé
thu dugc hdn hop thir hai; va i hdn hgp tht hai nay trong mot khoang thoi gian thir
hai. Nong d6 cia MBCD trong hdn hop thir nhét it nhat 1a 5 mM dén khoang 100
mM. Ngoai ra, ndng d6 cia MBCD trong hdn hop thir nhét 12 khoang 20 mM dén
khoang 40 mM. Thém nira, ndng d6 cia MBCD trong hdn hop thir nhét bang khoang
20 mM, khoang 30 mM, hodc khoang 40 mM.

Sang ché dé xuat phwong phap diéu ché virut c6 vo boc dugc lam bat hoat bao
gdm budc tron dung dich chira virut c6 v6 boc véi dung dich MBCD thtr nhét dé thu
duge hdn hop tht nhét; G hdn hop thir nhit trong mét khoang thdi gian thir nhat; tron
virut ¢6 vé boc tir hdn hop thir nhat véi dung dich MBCD thit hai dé thu dwoc hon
hop thi hai; va G hdn hop tht hai nay trong mot khoang thoi gian th{r hai; trong do
ndng dd cia MBCD trong hén hop thit hai it nhat 1a tir 10 mM dén khoang 100 mM.
Ngoai ra, ndng dd ciia MBCD trong hdn hop tha hai 1a khoang 30 mM dén khoang
50 mM. Thém nita, ndng d6 ctia MBCD trong hdn hop tht nhét bang khoang 30
mM, khoang 40 mM, hodc khoang 50 mM.
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Sang ché dé xuét phuong phéap diéu ché virut c6 vé boc dugc 1am bt hoat bao
¢dm bude tron dung dich chira virut ¢6 vo boc véi dung dich MBCD tht nhét dé thu
duoc hdn hop thi nhat; G hén hop thi nhét trong mot khoang thoi gian thi nhét; tron
virut c6 vé boc tir hdn hop thir nhét v6i dung dich MBCD thit hai dé thu duge hdn
hop thir hai; va G hdn hop thtr hai nay trong mot khoang thoi gian thir hai; trong d6
khoang thoi gian thir nhit 12 khoang 15 phut dén khoang 24 gio. Ngoai ra, khoang
thoi gian thir nhét 14 khoang 4 gio dén khoang 24 gid. Thém nita, khodng thoi gian
tha nhét 1a khoang 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, hoac 24 gio.

Sang ché dé xuét phuong phép didu ché virut c6 vo boc duoc lam bét hoat bao
gdm budc trén dung dich chira virut c6 vo boc v6i dung dich MBCD thir nhat dé thu
dwgc hdn hop thir nhat; & hdn hop thi nhét trong mot khoang thoi gian thi nhét; trén
virut c¢6 vé boc tir hdn hop thir nhat v6i dung dich MBCD th hai dé thu dwgc hdn
hop thir hai; va G hdn hop thtt hai nay trong mot khoang thoi gian thir hai; trong dé
khoang thoi gian thur hai 1a khoang 4 gio dén khoang 48 gid. Ngoai ra, khoang thoi
gian thir hai 1a khodng 24 gio dén khoang 48 gid. Thém nita, khoang thoi gian thu
hai 1a khoang 24, 30, 36, 40, 44, hoac 48 gio.

Sang ché dé xuat phuong phap didu ché virut c6 vo boc duge 1am bét hoat bao
gdm buée tron dung dich chira virut c6 vo boc véi dung dich MBCD thi nhit dé thu
dugc hdn hop thir nhét; o hdn hop thi nhit trong mot khoang thoi gian thir nhat; tron
virut c¢6 vé boc tir hdn hop tht nhit v6i dung dich MBCD thir hai dé thu dwgc hén
hop thir hai; va & hdn hop tht hai nay trong mot khoang thoi gian thir hai; trong do6
nhiét do ciia hdn hop tht nhat trong sudt khoang thoi gian thi nhét 1a nhiét do trong
phong, hodc khoang 20 °C dén khoang 25 °C. Ngoai ra, nhiét do cua hén hop thu
nhét trong khoang thoi gian thir nhat 1a tir khoang 22 °C dén khoang 24 °C.

Sang ché dé xuét phuong phép diéu ché virut c6 vé boc dugc lam bat hoat bao
gdm budc tron dung dich chira virut c6 vo boc véi dung dich MBCD thtr nhit dé thu
duoc hdn hop thi nhat; G hon hop thi nhét trong mot khoang thoi gian thir nhét; tron
virut c¢6 vé boc tir hdn hop thi nhat v6i dung dich MBCD thir hai dé thu dugc hén
hop tht hai; va G hdn hgp thtt hai nay trong mot khoang thoi gian thi hai; trong d6
nhiét d6 cta hdn hop tht hai trong subt khoang thoi gian thir hai 1a nhiét do trong
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phong, hodc tir khoang 20 °C dén khoang 25 °C. Ngoai ra, nhiét do cua hén hop thi
hai trong subt khoang thoi gian thi hai 1a tir khoang 22 °C dén khoang 24 °C.

Sang ché dé xuit phuong phéap didu ché virut c6 v6 boc dugc 1am bét hoat bao
gdm budc tron dung dich chira virut ¢6 vo boc vi dung dich MBCD thi nhat dé thu
dwgc hdn hop tht nhat; o hdn hop thit nhét trong mot khoang thoi gian thit nhAt; tron
virut ¢6 vé boc tir hdn hop thr nhat v6i dung dich MBCD thir hai dé thu duoc hén
hop thit hai; va G hdn hop thtr hai nay trong mot khoang thoi gian thir hai; trong d6
virut ¢6 vo boc duge phén 14p tir hdn hop thit nhét trude budce thu nhan hdn hop thi
hai. Theo cach khac va khéng gidi han, dung dich MBCD thir hai c6 thé dugc tron
truc tiép v6i hon hop thi nhét. Viée tron truc tiép ¢6 thé duoc thye hién trong cling
mot thung vo hoat & dang hén hop tron thur nhét, hodc hdn hop thi nhét c6 thé dugc

chuyén dén mot thing v6 hoat méi truéc khi tron véi dung dich MBCD thir hai.

Sang ché dé xuét phwong phap dilu ché virut c6 v6 boc dugc lam bit hoat bao
gém budc tron dung dich chira virut c¢6 vo boc véi dung dich MBCD thir nhét dé thu
duoc hon hop thi nhét; 1 hdn hop thir nhét trong mot khoang thoi gian thir nhat; trén
virut ¢6 v6 boc tir hdn hop thir nhat v6i dung dich MBCD thit hai dé thu dugc hon
hop thtr hai; va & hdn hgp tht hai nay trong mot khoang thoi gian thir hai; trong d6
khoang thoi gian thu nhét con bao gdm budc tron hdn hop thi nhit. Viéc khudy c6
thé 14 khoang 30 vong/phut dén khoang 100 vong/phit. Tét hon 1a, viéc khut ¢6 thé
14 khoang 40 vong/phit dén khoang 60 vong/phut. Tt nhit 13, viéc khudy c6 thé 1a
khoang 50 vong/phit.

Sang ché dé xuat phwong phap diéu ché virut c6 v6 boc duoc lam bat hoat bao
gém bude tron dung dich chira virut ¢6 vo boc véi dung dich MBCD thir nhét dé thu
duoc hdn hop thit nhit; ¢ hdn hop thir nhét trong mét khoang thoi gian thir nhat; tron
virut ¢6 v6 boc tir hdn hop thir nhit véi dung dich MBCD thtt hai dé thu dugc hon
hop thtr hai; va G hdn hop thi hai nay trong mot khoang thoi gian thir hai; trong dé
khoang thoi gian tht hai con bao gdm budc tron hon hop tha hai. Viée khudy c6 thé
14 khoang 30 vong/phut dén khoang 100 vong/phit. TSt hon 13, viéc khudy c6 thé 1a
khoang 50 vong/phut.
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Sang ché dé xuit phuong phép diéu ché virut c6 v6 boc duge lam bét hoat bao
odm bude tron dung dich chira virut ¢6 vo boc v6i dung dich MBCD thir nhat dé thu
duoc hdn hop thir nhét; & hdn hop thir nhét trong mot khoang thoi gian thi nhat; tron
virut ¢6 vo boc tir hdn hop tht nhat véi dung dich MBCD thtt hai dé thu dugc hdn
hop thit hai; va G hon hop tht hai nay trong mot khoang thoi gian thir hai; trong d6
virut ¢6 vo boc 1a virut gdy hdi chung ho hip va sinh san & lon (Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome - PRRS). Virut ¢6 v6 boc ciing ¢6 thé 1a
virut gdy dich bénh tiéu chay & lgn (Porcine Epidemic Diarrhea Virus - PEDV).

Sang ché dé xuét virut c6 vé boc da dugc loai lipit thu dugc bing phuong
phap tron dung dich chira virut c6 vé boc vi dung dich MBCD thir nhét dé thu duogc
hdn hop thtt nhét; @ hdn hop thir nht trong mot khoang thi gian thir nht; tron virut
¢6 v6 boc tir hdn hop thir nhit voi dung dich MBCD thit hai dé thu duge hdn hop thi
hai; va & hdn hop thit hai nay trong mot khoang thoi gian thir hai. T6t hon 1a, ndng
d5 ctia MBCD trong hdn hop thir nhét it nhit 14 tir 5 mM dén khoang 100 mM, hodc
khoang 20 mM dén khoang 40 mM. Tt hon 13, ndng d6 cia MBCD trong hdn hgp
thtr hai it nhat 1a tir 10 mM dén khoang 100 mM, hodc tir khoang 30 mM dén khoang
50 mM, hoac khoang 30 mM, khoang 40 mM, hodc khoang 50 mM. Tét hon 1a
khoang thoi gian tht nhét 13 tir khoang 15 phut dén khoang 24 gio, hodc khoang 4
gio dén khoang 24 gio, hodc khoang 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, hodc 24 gio.
Tét hon 1a khoang thoi gian thi hai 1 khoang 4 gio dén khoang 48 gid, hodc khoang
24 gity dén khoang 48 gid, hodc khoang 24, 30, 36, 40, 44, hoic 48 gis. Tot hon 1a
nhiét do ctia hdn hop tht nht trong sudt khoang thoi gian thi nhét 1a nhiét do trong
phong, hodc khoang 20 °C dén khoang 25 °C, hodc tham chi khoang 22 °C dén
khoang 24 °C. Tét hon 13, nhiét @ ctia hdn hop thit hai trong sudt khoang thoi gian
tht hai 1a nhiét d6 trong phong, hodc tir khoang 20 °C dén khoang 25 °C, hodc tham
chi tir khoang 22 °C dén khoang 24 °C. Tét hon 14, virut c¢6 vé boc dugc phan 1ap tur
hén hop thir nhit truéc bude thu nhan hdn hop thr hai. Theo cach khac va khong
gi6i han, dung dich MBCD thtr hai ¢6 thé duoc tron truc tiép v6i hon hop thtr nhét.
Viéc tron truc tiép ¢6 thé dugc thuc hién trong cung mot thung vo hoat ¢ dang hén

hop tron thtr nhét, hodc hdn hop tht nhat c¢6 thé duoc chuyén dén mot thing vo hoat
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mai trude khi tron voi dung dich MBCD thir hai. Tét hon 13, khoang thoi gian tht
nhét con bao gdm budc tron hdn hop thir nhét, trong d6 viéc khudy c6 thé 1a tir
khodng 30 vong/phut dén khoang 100 vong/phut, tir khoang 40 vong/phtt dén
khoang 60 vong/phut, hoac khoang 50 vong/phut. Tt hon 13, khoang thoi gian thtr
hai con bao gdbm budc tron hdn hop thir hai, trong d6 viée khudy c6 thé 1 tir khoang
30 vong/phut dén khoang 100 vong/phut, tir khoang 40 vong/phit dén khoang 60
vong/phut, hodc khoang 50 vong/phut. Tét hon 13, virut c6 vo boc 1a virut gay hoi
chimg ho hip va sinh san & lon (PRRS) hodc virut gy dich bénh tiéu chay & lon
(PEDV).

Séng ché dé xuit vacxin chira virut ¢ vo boc da duoc loai lipit thu dugc béng
phuong phap tron dung dich chira virut ¢6 vé boc véi dung dich MBCD thit nhét dé
thu duge hdn hop tht nhét; & hdn hop thir nhét trong mét khoang thoi gian thir nhat;
tron virut c6 vé boc tir hdn hop thir nhét v6i dung dich MBCD thtr hai dé thu duogc
hén hop thir hai; va G hdn hgp thir hai nay trong mot khoang thoi gian th hai. Tét
hon 13, ndng do ciia MBCD trong hdn hop thtr nhat it nhat 13 tir 5 mM dén khoang
100 mM, hogc khoang 20 mM dén khoang 40 mM. Tét hon 13, nong d6 ciia MBCD
trong hdn hop thir hai it nht 1 tir 10 mM dén khoang 100 mM, hodc tir khoang 30
mM dén khoang 50 mM, hoic khoang 30 mM, khoang 40 mM, hodc khoang 50 mM.
Tét hon 1a khoang thoi gian thir nhat 1a tir khoang 15 phut dén khoang 24 gid, hodc
khoang 4 gio dén khoang 24 gio, hoic khoang 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, hoac
24 gidy. Tt hon 1a khoang thoi gian thir hai 1a khoang 4 gi& dén khoang 48 gio, hodc
khoang 24 git dén khoang 48 gid, hodc khoang 24, 30, 36, 40, 44, hoac 48 gio. Tot
hon 12 nhiét d6 ctia hdn hop thtr nhét trong sudt khoang thoi gian thir nhat 1a nhiét do
trong phong, hodc khoang 20 °C dén khoang 25°C, hoac tham chi khoang 22°C dén
khoang 24°C. T6t hon 13, nhiét d6 ctia hdn hop th hai trong sudt khoang thoi gian
th{r hai 1a nhiét d6 trong phong, hodc tir khoang 20°C dén khoang 25°C, hodc tham
chi tir khoang 22°C dén khoang 24°C. Tt hon 13, virut ¢6 vo boc dugce phéan 1ap tir
hén hop thir nhit trudc bude thu nhan hdn hop thi hai. Theo cach khac va khong
gi6i han, dung dich MBCD thtr hai c6 thé dugc tron truc tiép véi hon hop thir nhét.

Viéc tron truc tiép ¢6 thé dugc thuc hién trong cung mot thung vo hoat & dang hén
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hop tron thu nhét, hoac hdn hop thir nhit c6 thé duge chuyén dén mét thing vo hoat
méi trude khi tron voi dung dich MBCD thu hai. Tbt hon 13, khoang thoi gian thir
nhét con bao gdm budc tron hdn hop thir nhét, trong d6 viéc khudy c6 thé 1a tir
khoang 30 vong/phut dén khoang 100 vong/phut, tr khoang 40 vong/phut dén
khoang 60 vong/phut, hoac khoang 50 vong/phut. Tét hon 14, khoang thoi gian thi
hai con bao gdbm budc khudy hdén hgp thtr hai, trong d6 viéc khudy nay co thé 1a
khoang 30 vong/phit dén khoang 100 vong/phit, hodc khoang 50 vong/phut. Tét
hon 14, virut ¢6 vo boc 1a virut gdy hoi chimg ho hép va sinh san & lon (PRRS) hodc

virut gy dich bénh tiéu chay ¢ lgn (PEDV).

Sang ché dé xuét vacxin chira virut c6 vo boc da duoc loai lipit thu duge bang
phuong phép tron dung dich chira virut ¢6 vé boc véi dung dich MBCD thtr nhét dé
thu duoc hdn hop thit nhat; & hdn hop thir nhét trong mot khoang thdi gian thir nhat;
tron virut c6 vo boc tur hdn hop thir nhét voi dung dich MBCD thtr hai dé thu dugc
hdn hop thir hai; va G hdn hop thi hai nay trong mot khoang thoi gian thit hai; trong
d6 vacxin nay con chua it nhat mot trong sb ta duoc, chit 6n dinh, chét bao quan,
chét pha logng hon hop trn. Tét hon 14, ta duge 13 t duge polyme trong nudc, trong
do polyme la acrylat hodc polyacrylat. Tét hon 13, chét én dinh bao gdm it nhat mot
trong s6 dudng, hydrat cacbon, protein, va gelatin. Tt hon 13, chét bao quan 1a hop
chét khang sinh hodc hop chét tinh lwc hoc sinh vt ma 1am cham, e ché hodc ngan
ngua su phat trién, hoat tinh chuyén hoa, hodc sy nhan 1én cda vi sinh vat. Tt hon
1a, chét pha loing hdn hop tron 1a nude, dung dich mudi dém phosphat, mdi trudng

nuoi céy té bao, hodc dung dich khac ¢6 do man va do pH sinh ly.

Sang ché d& xuit viéc st dung virut c6 v6 boc da duoc loai lipit thu dugc
bang phuong phap tron dung dich chua virut c6 v boc véi dung dich MBCD tht
nhét dé thu dwoc hdn hop thtr nhit; @ hdn hop thir nhit trong mot khoang thoi gian
thir nhét; trén virut c6 vé boc tir hdn hop thi nhat v6i dung dich MBCD tht hai dé
thu duoc hdn hop thit hai; va G hon hop tha hai nay trong mot khoang thoi gian thir
hai; trong do6 viéc st dung nay bao gdm budc diéu tri bénh hoic triéu ching géy ra

b1 virut ¢6 vo boc.
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Sang ché dé xuét viéc st dung virut c6 vo boc da duoc loai lipit trong san
xuat thudc dé diéu tri bénh hodc triéu ching giy ra béi virut ¢6 vé boc; trong do
virut ¢6 vo boc da dugc loai lipit nay thu duoc bing phuong phép tron dung dich
chira virut c¢6 vé boc véi dung dich MBCD thit nhat dé thu dugc hdn hop tht nhat; i
hdn hop thir nhét trong mot khoang thoi gian thir nhét; tron virut ¢6 vo boc tir hon
hop thtr nht véi dung dich MBCD thtt hai dé thu duge hdn hop thir hai; va u hon
hop thtr hai nay trong mot khoang thoi gian thir hai.

Mo ta chi tiét sang ché

Nhu duge sir dung trong ban mé ta nay, “virut c6 vé boc” 1a virut bét ky c6
mang kép lipit, hodc vé boc, bao quanh 16i nucleoprotein. Lép vo boc cua virut
thuong c6 ngudn gbc tir mang t bao chi va chira phospholipit, glycolipit,
sphingolipit, va céc sterol nhu cholesterol. Virut ¢6 v boc bao gbm virut ¢6 hé gen
duoc mad hoa bodi ADN hodc ARN. Céc loai virut c6 v boc bao gbm, nhung khong
giGi han &: herpesvirut, poxvirut, iridovirut, hepadnavirut, retrovirut,
orthomyxovirut, arenavirut, bunyavirut, paramyxovirut, mononegavirut, thabdovirut,
filovirut, coronavirut, arterivirut, flavivirut, va togavirut. Cic virut c6 vo boc méi
duocphat hién ra, va virut ¢6 vo boc dugc phan loai va dugc phén loai lai do mdi
virut dugc md ta dic tinh k§ hon. Mo ta hoan thién hon vé virut ¢6 vé boc cb thé
duoc tim thiy trong céc tai liéu nhu Fields Virology (D.M. Knipe and P.M. Howley,
eds., Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA, USA, 2013), xuit ban lan

thir sau.

Thuét ngit “virut” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay co thé c6 nghia 1a
loai virut hodc, co thé thay thé cho nhau, mot don vi 1ay nhiém riéng biét hodc cac
don vi chtra axit nucleic, protein, va vo boc. “Hat virut” la don vi lay nhiém riéng

~, ¢G.

biét, va thuat nglt nay la ddng nghia voi thut ngft “virion.”

“Loai lipit” 12 qua trinh loai bo hodc 1am suy kiét lipit khéi 16p v6 boc cua
virut. Viée loai lipit dugc xdc dinh béi luong cholesterol dugc loai ra tr hat virut
bang MBCD. Tuy nhién, MBCD ciing ¢6 thé chiét, loai bo hodc lam suy kiét cac
lipit khac, nhu phospholipit. MBCD ciing dugc nhén thdy 1a tuong tac véi mot s6
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protein, mdc di qua trinh dugc mo ta ¢ trong ban mod ta nay lam giam thiéu sy hao

hut protein tir protein virut do su loai lipit qua trung gian MBCD.

“Kha nang lay nhiém” la kha nang virut tao ra su 1dy nhiém trong té bao chu,
ma 1a t& bao bt ky tir ngudi hodc dong vat khong phai ngudi c6 kha nang tro gilp
cho su tai ban virut. Kha ning 1ay nhiém c6 thé duoc xac dinh, ching han béi sb
lurong hodc ty 1€ phén trim té bao chu bi 1y nhiém béi mot s6 luong hat virut, hodc
béi s6 luong hodc ty 1€ phén tram hat virut can dé 1ay nhidm té bao chu. Cac hat virut
c6 thé duge dém dua trén toan tir, nhu bing cach xac dinh sé don vi hinh thanh vét
hoa tan (don vi hinh thanh vét hoa tan - PFU) trong mot thé tich hat virut. Cac hat
virut cling c6 thé dugc x4c dinh duva trén vé bé ngoai, nhu boi su ¢6 mit cua protein
virut cu thé duoc phat hién, vi dy, béi thir nghiém hip phu mién dich lién két enzym
(enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA), hodc bang cach xac dinh sd lwong
ban sao ciia hé gen virut ¢6 mat trong dung dich, duoc phét hién, ching han, bang
phan tng chudi polymeraza dinh lugng (quantitative polymerase chain reaction -

gPCR) thoi gian thuc.

“Khang nguyén™ la phan tu bét ky c6 kha nang dugc phat hién ddc hiéu boi hé
mién dich ctia mot sinh vat. Dién hinh, khang nguyén virut 1 protein virut duoc ma
hoa bdi hé gen virut. Sy c6 mat cua khang nguyén virut ¢6 thé duoc phat hién dic
hiéu béi ca lympho bao T va lympho bao B. “Kha ning sinh mién dich” dung dé chi
kha nang mot khang nguyén giy ra ddp Ung mién dich. Dbi vé6i vacxin, kha ning
sinh mién dich cta khang nguyén virut t6t hon 1a s& gy ra su mién dich bdo vé &

dong vat ma sé& lam giam, lam dju bdt, hodc cdi thién sy nhieém virut.

Nguoc lai v6i khang nguyén, “ta duoc” la chét kich thich khong dic hiéu cua
dap tmg mién dich. T4 dugc c6 thé kich thich dap tmg mién dich bam sinh bang cach
gin két va hoat hoa thu thé nhan biét khuon miu (pattern recognition receptor -
PRR). Cac chét kich thich nhu vy cta cac PRR ¢6 thé 1a, vi du, axit nucleic virut
hodc vi khuén, lipit tir vi khuan hoac vat ky sinh, hodc protein hoac doc td vi khudn,
hodc cac chét bit chudce cac phan tir ndy dugce xay dung nhén tao. Ta dugce cling bao
gbm, nhung khong giéi han &: cac hop chét vo co ma két tap cac khdng nguyén dé

tao didu kién cho viéc nhan biét boi lympho bao B hodc hip thu béi thé thuc bao,
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nhu phén, hydroxit nhom, nhém phosphat, canxi phosphat hydroxit hoac amoni
sulfat; dau; va cac chit 1am sach. T4 duoc cling ¢6 thé 1a cac chét trung gian cua vat
chi truyén tin hiéu mién dich, nhu, khong giéi han &, xytokin, lymphokin,
chemokin, interferon, anaphylatoxin, cac yéu t6 sinh truéng, cac yéu t6 biét hoa, va

phan tir két dinh.

Nhu duge st dung ¢ day, cac thuit ngir “diéu tri”, “dé diéu tri”, hodc “viéc
diéu tri”, bao gém viéc ngin can, lam cham, lam dung, lam gidm, lam thuyén giam,
hoac dao ngugc su tién trién hodc muc d6 ning cua triéu chimg, rdi loan, tinh trang
bénh hodc bénh hién c6. Viée didu trj c6 thé dugc ap dung dé phong ngira hodc dé
chita bénh.

Nhu dugc st dung & day, “viéc dung cho dong vat” bao gom dung cho da,
duéi da, trong co, niém mac, du6i niém mac, qua da, dung theo duong miéng hodc

dung trong miii. Viéc dung c6 thé bao gdm tiém hodc dung khu tru.
Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du thi nghiém sau day minh hoa vé cac quy trinh loai lipit. Can hiéu
rang cic phuong 4n va tmg dung khéac s& dugc nguoi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc biét rd va sang ché khong giéi han & cac vi du minh hoa cu thé hodc céac
phuong an duge wu tién nay. Virut c6 vo boc chira cac mirc cholesterol khac nhau
trong vo boc cla ching, tuy thudc vao, vi du nhung khong giGi han @, loai va loai
virut ¢6 vé boc va té bao chii trong dé virut c6 vo boc tai ban. Ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vurc s€ nhén ra rang, quy trinh loai lipit duge mo ta & ddy co thé
doi héi su tdi wu hoa dbi voi mdi gidng gbc virut cu thé. Mang vi sinh vat c6 thé
chira cholesterol, hopanoid, hoac céc sterol va céc phén tir trong tu sterol khac, va vi
vy cac mam bénh khac ngoai virut cling co thé bi v hoat bang cac phuong phap

dugc mo ta & day.
Vidul

Chung virut cim HIN1 A/WSN/33 ¢ nguoi dugc loai lipit bang cach st dung
céc quy trinh duéi day. Trong cac vi du dudi day, viéc loai lipit cua virut cim (IFV)

lam suy giam kha nang lay nhiém. Do phuong phép loai lipit theo sang ché bao vé

-12-



35677

protein thudc 16p vo boc cia virut, mong dgi 1a dong vat dugc ching ngura bang IFV
da duoc loai lipit phat trién dap ing mién dich ma bao vé chung khéi su lay nhiém

virut doc luc & liéu lugng gay bénh.
Chét phan ung:

Chung virut cam HIN1 A/WSN/33 & nguoi va dong té bao chu MDCK cua
n6 1a san co6 tir Wuxi AppTec (Shanghai, China). Cac chét phan tmg khac bao gbm
MEM (Invitrogen, Carlsbad, CA); EMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO);
ULTRAMDCK™ Serum-Free Medium (Lonza, Inc., Allendale, NJ); huyét thanh
bao thai bo (FBS; Invitrogen); 0.25% Trypsin-EDTA (axit etylendiamintetraaxetic;
Invitrogen); metyl-p-xyclodextrin (MBCD, Sigma-Aldrich); AMPLEX Red
Cholesterol Assay Kit (Invitrogen); PIERCE™ BCA Protein Assay Kit (Rockford,
IL); va MTT (Sigma-Aldrich).

Su nhan 1én cta virut cam HIN1 A/WSN/33 trong dong té baio MDCK:

Céc té bao duoc cay véi IFV theo quy trinh sau day. Moi truong duge loai ra
khoi té bao MDCK duoc phét trién trong binh thét ¢d T-75, cac 16p don té bao
MDCK dugc rira bang 5 mL PBS & nhiét d6 trong phong, va céc té bao dugc téach ra
bang 1,5 mL trypsin/EDTA & 37 °C. Té bao dugc tai tao huyén phu trong 10 mL
MEM chita 10% FBS va duogc két vién bang cach ly tdim & 800 vong/phut trong 5
phtt & 4 °C. Té bao dugc tai tao huyén phii trong MEM chita 10% FBS, va mat do té
bao duoc didu chinh dén 2,5 x 10° té bao/mL. Mudi 1am mL huyén phu chira té bao
MDCK dugc cdy vao mdi binh thét ¢d T-75, va cac binh thét ¢ nay duoc dit &

37 °C v6i 5% CO; va dugc u qua dém.

Khi cac t& bao MDCK nhip dong 16n hon 90%, MEM duogc loai khoi binh
T75, 5 mL moi truong duy tri EMEM chtta 1% FBS va 1 pg/mL trypsin dugc bd
sung, va cac té bao dugc 1dy nhiém véi virut cim & ty 1€ gay nhiém (Multiplicity of
Infection - MOI) 1a 0,01. Binh dugc u trong 60 — 90 phut & 37 °C v6i 5% COz va
duoc lic nhe 15 phut mot 1an. Mudi mL EMEM moi truong duy tri chira 1% FBS va
1 pg/mL trypsin duge bd sung vao mdi binh, va cac binh dugce U trong 48 gio &
37 °C va 5% CO». Khi x4p xi 80% hiéu qua gy bénh cho té bao (cytopathic effect -
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CPE) cuia virut dat dugc (thuong sau khoang 48 gio), dich ndi nudi cdy té bao duoc
thu hdi dé thu dugc IFV.

Tinh ché va chuin d6 IFV HIN1 A/WSN/33:

IFV duoc tinh ché theo quy trinh sau day. Dich ndi nuéi cdy da thu nhan dugc
ly tim ¢ 3.000 vong/phut trong 20 phut 8 loai b6 cac manh vun té bao, va phan dich
ndi dugc gop lai. Phan dich ndi dugc ly tim & 38.000 vong/phut trong 60 phut dé két
vién IFV. Vién két IFV duoc t4i tao huyén phu trong thé tich thich hop dung dich
mubi dém sinh 1y (physiologically buffered saline - PBS) dé tao ra do chuan cubi
cung >1,0 x 10° don vi hinh thanh vét hoa tan/mL (PFU/mL). Céc phan phan wéc
100 pL cia dung dich gbc IFV ¢b dic duge bao quéan ¢ -80 °C.

IFV duoc chuin do kha niang 1ay nhiém in vitro bang cach sir dung quy trinh
sau. Bang céach str dung dich nudi cdy té bao va quy trinh van chuyén néu trén, cic té
bao MDCK dugc tao huyén phi trong MEM chita 10% FBS & mat do cudi 1a 2,5 x
10° t& bao/mL. Hai mL MDCK huyén phu chta té bao duoc bd sung vao mdi 16 cua
dia 6 16, va dia dugc u qua dém & 37 °C véi 5% COa. Gidng gbc virut duge lam tan
gia trong chau nu6e 37 °C, sau do bing cach ly tim & 500 x g trong 10 phut & 4 C.
Day pha loang 1/10 dung dich gbc duoc diéu ché va bao quan & 4 °C cho dén khi st
dung, bang cach sir dung moi truong khong chira huyét thanh ULTRAMDCK™ va
2,5 ug/mL trypsin lam dung dich dém pha loang.

Khi céac té bao dat mic nhap dong it nhit 90%, moi truong duge loai bo, va
0,5 mL dung dich dém pha loang va 0,5 mL dich pha lodng virut dugc bb sung vao
mdi 15. Dbi v6i miu dbi chung am tinh, 1,0 mL dung dich dém pha loang dugc st
dung. Dia dugc lic nhe ngay sau khi mdi dich pha loang dugc thém vao. Pia dugc 4
trong 60 — 90 phut & 37 °C trong 5% CO va Iwacs manh 15 mot lan. Tiép theo, mbi
15 ctia mdi dia 6 15 dwgc phu bang 3 mL hdn hop gbm 2,5% agaroza c6 diém nong
chay thép trong dung dich PBS va dung dich dém pha loang ¢ 37 °C theo ty 1€ 1:4.
Céc dia duoc u & nhiét do trong phong trong 15 phut dé cho phép hdn hop phu dic
lai; tiép theo céc dia duge u & 37 °C v6i 5% COz trong 3 ngay.

-14-



35677

Vét hoa tan duge nhin bang mat thuong bing cach sir dung quy trinh sau. Sau
khi vét hoa tan dugc hién mau hoan toan (3 ngay sau khi 1ay nhiém), 1 mL 4%
paraformaldehyt duogc bd sung, va cac dia duge U & nhiét do trong phong trong 1 gio.
Agaroza hoa tan dugc loai bo, va 0,1 mL 0,5% tim tinh thé dugc bd sung vao mdi 1.
S6 vét hoa tan dugc dém sau 15 phut G va dugc chuyén thanh d6 chuén dya trén hé

s6 pha lodng.
Loai lipit:

Quy trinh loai lipit cia IFV da tinh ché duoc thuc hién theo hai phan tmg
song song: xu ly bang dung moi bao gdm budc cho IFV tiép xtic véi MBCD va gia
xtt ly, trong d6 IFV dugc xt ly theo cach twong tu nhung khong tiép xtic véi MBCD.
Do chuin gidng nhau ctia IFV dugc st dung trong ca xir ly bing dung mdi va gia xu
Iy. IFV trong gia xt ly c6 thé duge chudn do dé gian tiép tao ra lugng IFV da loai

lipit con lai sau khi xtr Iy dung moi.

Xir Iy bdng dung moi va gia xir Iy dugc tién hanh theo quy trinh sau day. Cac
phdn phan wéc (100 pL) cia dung dich gbc IFV duge diéu ché ¢ trén (>1,0 x 10°
PFU/mL) dugc pha loang vao 900 pL. PBS trong éng Eppendorf dé dat dugc do
chuén cubi bang 1,0 — 5,0 x 108 PFU/mL. MBCD trong PBS dugc bd sung dén nong
do cudi bang 50 mM dé xir ly bang dung mdi, hodc mot thé tich twong dwong PBS
duoc bd sung dé gia xir ly. Tiép theo, dng Eppendorf dugc day nap va dugc gan kin
bang parafilm. T4t ca cac mAu dugc bao vé trong thiét bi lic theo quy dao trong mdi
truomg khong khi & nhiét do khong dbi SHZ-82 (Changzhou Guohua Appliance Co.,
China) duogc gia nhiét trudc dén 37 °C. Cac mAu da dugc xir Iy bang dung méi va gia
xt ly dugc xoay ¢ tbc do quay qu¥ dao 1a 220 vong/phut & 37 °C trong khoang 30
phtt hodc 45 phut. Cac mAu dugc xoay trong thiét bi vi ly tim trong 1 phut, va phan
dich ndi chira IFV dugc chuyén dén cac bng siéu ly tdm. Cac éng duoc ly tAim &
200.000 x g (OPTIMA™ L-100XP; Beckman Coulter, Inc., Indianapolis IN) trong
30 phat dé két vién IFV, va phan dich ni duoc loai bo. Céc vién két IFV duogc tai
tao huyén phu trong 1/10 thé tich ban diu dugc bd sung vao mdi dng Eppendorf néu

trén va duoc bao quan & -80 °C cho dén khi phan tich tiép.
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Dac trung cta IFV da loai lipit:

Ham lugng protein cua IFV da dugc gia xu ly va loai lipit dugc xac dinh bang
cach st dung thir nghiém BCA (kit phan tich protein BCA cta PIERCE™) theo
huéng din cta nha san xuét. Ham lugng cholesterol dugc xéac dinh béng cach su
dung thtt nghiém cholesterol (AMPLEX® Red Cholesterol Assay Kit, Life
Technologies, Grand Island, NY) dugc tién hanh theo huéng dan cta nha san Xuét.
Kha nang lay nhiém in vitro duge xac dinh bang cach sir dung quy trinh chuin do

twong tu nhu da néu ¢ trén.

Hoat tinh ngung két hong ciu (hemagglutination - HA) dugc xac dinh nhu
sau. Mau ga méi dugc phan 1ap duogc roa ba l4n véi PBS, va té bao hf”)ng cAu (red
blood cells - RBC) dugc tai tao huyén phu trong PBS & ndéng dd 1%. Cac dich pha
loang virut (50 pL) dugc tao ra trong PBS va dugc tron voi 50 ulL huyén phu RBC.
Hbn hop nay dwoc bd sung vao mdi 16 riéng biét trong dia 96 16 va RBC dugc dé
ling trong 45 phut. Cac 16 dugc dénh gia 12 am tinh véi HA (nghia la khong c6 su
ngung két RBC) néu c¢6 mit mot chAm nho hodc mot vien két RBC, va mét 16 duoc

danh gia 1a dwng tinh néu c¢6 mat huyén phi nhuyén chira RBC.

Hai mé miu IFV da duoc loai lipit va gia xi Iy dwoc diéu ché theo quy trinh
néu trén. Dung dich géc IFV dugec st dung cho cac thr nghiém c6 do chuin bé’mg 2,2
x 10'° PFU/mL. O mé tht nhit (“ché pham A”), thoi gian loai lipit 12 30 phut; & mé
thir hai (“ché pham B”), thoi gian loai lipit 1a 45 phut. Sau khi siéu ly tAm, cac mau

da duoc loai lipit va gia xur ly duge mo ta dac trung.

Kha nang lay nhiém in vitro chi ra rang PFU cia cac mau da loai lipit 1a
khoang ~1/7.000 PFU ciia cic mAu gia xir ly. Két qua vé kha nang lay nhiém duogc
chi ra trong bang 1 dudi day. Mac du c6 su khac biét vé d6 chuin, ham luong protein
clia cac mAu khdc nhau nim trong pham vi 10% ctia mdi mau khac. Ham luong
protein cta [FV da dugc loai lipit tir ché phdm A 12 97% ctia mau gia x& Iy; va ham
lugng protein cia IFV da dugc loai lipit tur ché phdm B 14 93% cia mau gia xt ly
(xem bang 1). Cling nhan thay rang sau khi xtt ly, khoang 20% nguyén liéu ban dau
duoc thu hdi, nhu duoc xdc dinh béi ham luong protein. Ty 1& phan trim thu hdi dua

trén ham lugng protein ¢6 thé so sanh dugc véi do chuan xac dinh dugc cia nguyén
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lieu ban déu (2,2 x 10° PFU/mL) va cac mau dugc gia xu 1y (4,0 x 10° PFU/mL, ma
noé bé‘mg 18% dd chuin ban déu). Sau khi loai lipit, con lai it hon 2% cholesterol, so

véi gia xu ly (xem bang 1).

Béang 1
Xu ly Kha nang lay | Ham lugng | Ham luong
nhiém in  vitro | protein cholesterol
(PFU/mL) (mg/mL) (ng/mL)
Ché phdm A | Gia xtt Iy 4x 108 1,49 16,4
(30 pht)
Loai lipit 6x 10%(1/6667)* | 1,44 (97%)° 0,25 (1,5%)°
Ché pham B | Gia xir ly 2x 108 1,39 15,9
(45 phut)
Loai lipit 3x 10* (1/6667)* | 1,29 (93%)° | 0,1 (0,6%)°

Luu ¥:? phan kha ning 14y nhiém, so v6i mau gia xu 1y;
b phén tram so v6i miu gia xu ly.
M3u gia xi ly da chi ra rang viéc xtr Iy vét ly (lac va ly tam) lam giam do
chuén va protein. Viéc loai lipit b6i MBCD uu tién loai bo cholesterol, ma khong
phai protein, tir [FV. Ngoai ra, IFV dugc xir ly bang MBCD c6 kha ning lay nhiém

kém in vitro, nhung kha ning 1dy nhiém khong bi loai bo hoan toan.
So sanh su loai lipit & IFV bang diisopropyl ete va MBCD:

Ngoai MBCD, dung moi lipit khéc, diisopropyl ete (DIPE) duge st dung dé
loai lipit ciia IFV. Cac mau IFV cua cing nguyén liéu ban dau duge xir ly bang DIPE
& cac ndng do khac nhau hodc bang 50 mM MBCD. Céc phan phan wéc cia cung
mot luong IFV duge xur ly béng 2%, 4%, 8%, hodc 12% DIPE hodc 50 mM MBCD
& 37 °C trong 30 phut. Sau khi ly tdm trong tho1 gian ngdn & 2.000 x g trong 3 phit,
dung moi nhin thdy dugc loai bé, va nguyén liéu chira nude duoc dé kho trong tu hut
trong 20 phut. Tiép theo, cac mau dugc ly tim ¢ 200.000 x g trong 30 phut dé thu
hdi céc hat virut. Kha nang l1ay nhiém in vitro, hoat tinh HA, ham luong protein, va

ham luong cholesterol ciia IFV duoc chi ra trong bang 2.
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X 1y bang DIPE & ndng do 1én t6i 12% nham loai bé cholesterol 1a khong
hitu hiéu bang 50 mM MBCD trong cing diéu kién. Trong khi 12% DIPE giup loai
b6 khoang 80% cholesterol tir IFV, 50 mM MBCD loai bo nhiéu hon 98%. Kha ning
lay nhiém IFV cta hai m3u xt Iy nay giam 32 va 2250 lan, trong Gng, so v6i gia xtt
1y, nhu dugce xac dinh bing cach so sanh PFU/mL. Viéc loai bé cholesterol bang ca
hai dung moi 1a twong dbi dac hiéu, do ham lugng protein gidm nhiéu hon 20% trong
cac mau xir Iy khac nhau. Déi v6i kha nang dinh lugng hoat tinh ngung két hong cau
(HA), 50 mM MBCD anh huong dén hoat tinh HA & cing mirc d6 nhu 2% — 8%
DIPE.

Béang 2
X ly PFU/mL Pon vi HA | Protein (mg/mL) | Cholesterol
(ng/mL)

Gid xu ly 9,0 x 10% 64 0,39 8,26
2% DIPE 1,2x 108 32 0,39 (100%) * 6,61 (80,0%) *
4% DIPE 1,4x 108 32 0,32 (82%) ? 4,88 (59,1%) ®
8% DIPE 9,0 x 107 32 0,36 (92%) ® 3,47 (42,0%) *
12% DIPE 2,8 x 107 16 0,33 (85%) ® 1,81 (21,9%) ®
50 mM | 4,0 x 10° 32 0,33 (85%) ® 0,14 (1,7%) @
MBCD

Luuy: 2ty 1é phan tram so v&i gia xt 1y.

Xt Iy bang dung moi trong 45 phut:

Viée xit Iy nhu trén dugc lap lai, chi khac 1a khoang thoi gian xtr ly bing
MBCD duge kéo dai tir 30 dén 45 phut. Két qua duge chi ra duéi day trong bang 3.
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Béang 3

Xu ly PFU/mL | bonvi HA | Protein (mg/mL) | Cholesterol (ng/mL)
Gia? 1,2x 107 |32 0,42 6,16

10% DIPE *# 1,0x10° |16 0,21 (50%) © 1,32 (21,4%) ©

50 mM MBCD® | 1,0x 10° |32 0,39 (94%) °© 0,15 (2,5%) °

Luu y: ® 16n nguoc dau dudi & 37 °C trong 30 phit.

® 1on nguoc dau dubi ¢ 37 °C trong 45 phut.
° ty 1€ phan tram so vdi gid xu ly.

So véi viéc xtr 1y trong 30 phut, viéc xur ly trong 45 phut bang 50 mM MBCD
loai bé khoang 97% cholesterol dbi voi IFV va khién cho virut nay 1ay nhiém in
vitro it hon 10.000 1an, so v6i mau gia xir ly. Nguoc lai, 10% DIPE (xur ly trong 30
phut) kém hiéu qua hon trong viéc loai bo cholesterol (khoang 80%) va dan dén
giam khoang 120 1an vé kha nang lay nhiém in vitro. Hoat tinh HA khong bi anh
hudng dang ké béi MBCD, trong khi n6 giam dang ké béi 10% DIPE. Ham luong
protein giam dén 50% sau khi xr Iy bang 10% DIPE, so véi mitc giam 6% béi 50
mM MBCD.

Hai b0 thi nghiém dugc néu & day ching to rang 50 mM MBCD loai bo mot
cach chon loc cholesterol va khién cho IFV da dugc loai lipit 18y nhiém kém hon
trong khi van duy tri hau hét protein. Tuy nhién, khong mAu xt 1y nao trong sd cac
mAu xi Iy ndy ¢6 kha ning hity bo hoan toan kha nang 1dy nhidm va vi vay lam bat
hoat hoan toan virut, vi vay can t61 wu hoa tiép theo quy trinh nay dé 1am bat hoat
hoan toan virut cam. Viéc t6i wu hoa tiép theo c6 thé bao gb6m, nhung khong gi6i han
0, gia tang thoi gian xu ly bang MBCD va xit 1y virut trong mt khoang thoi gian thir
hai bang MBCD.

Vidu?2

Xt Iy PRRSV bang MBCD gitip loai bé chon lgc cholesterol, lam giam kha

nang 1ay nhiém virut, va duy tri hau hét ham lugng protein cua virut.
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Chét phan tng:

Chung virut PRRSV dugc st dung trong vi du nay la RESP (Jiangsu
Academy of Agriculture Sciences, China). Té bao chu duoc sir dung la Marc-145
(Wuxi AppTec, Shanghai, China). Cac chét phan tng khac dugc st dung la gidng
nhu trong vi du 1 néu trén, chi khac 1a DMEM (Invitrogen) dugc st dung khi nudi
cy té bao Marc-145.

Su nhéan Ién cda PRRSV trong té bao Marc-145:

Cac té bao duoc cdy v6i PRRSV theo quy trinh sau ddy. Moi truong duge
loai ra khoi té bao Marc-145 dugc phat trién trong binh thot c¢b T-75, cac 16p don té
bao Marc-145 duoc rira bang 5 mL PBS & nhiét do trong phong, cad cic té bao duoc
tach ra bang 1,5 mL trypsin/EDTA & 37 °C. Té bao duoc tai tao huyén phu trong 10
ml, méi truong DMEM chira 10% FBS va dugc két vién bang cach ly tim & 800
vong/phit trong 5 phut ¢ 4 °C. Té bao duoc tai tao huyén phi trong mdi trudng
DMEM chira 10% FBS, va mét do té bao duoc didu chinh dén 2,5 x 10° t& bao/mL.
Murdi 13m mL huyén phit chita té bao Marc-145 dugc cdy vao mdi binh thét c6 T75,

va céc binh thét ¢d dugce dit & 37 °C véi 5% CO; va duge G qua dém.

Khi té bao Marc-145 c¢6 d6 nhap dong 16n hon 90%, DMEM dugc loai bo tix
binh thét ¢d T-75, 5 mL mdi truong duy tri EMEM chtra 2% FBS dugc bo sung, va
té bao duoc lay nhidm v6i PRRSV & MOI bang 0,1. Binh dwoc i trong 60 — 90 phit
& 37 °C v6i 5% CO; va duge lac nhe 15 phut mot 1an. Mudi mL méi trudng duy tri
EMEM chita 2% FBS dugc bd sung vao mdi binh, va cac binh duge U trong 96 gio &
37 °C va 5% COs. Khi dat 80% CPE (thuong 96 gid), dich ndi nudi cdy dugc thu
hoach dé thu dugc PRRSV.

Tinh ché PRRSV:

PRRSV duoc tinh ché theo quy trinh sau ddy. Dich ndi nuéi cdy da thu nhan
duge ly tim & 3.000 vong/phit trong 20 phut dé loai bé cac manh vun té bao, va
phan dich ndi duge gop lai. Phan dich ndi dugc ly tdim & 100.000 x g trong 60 phit
@8 két vien PRRSV. Céc vién két PRRSV duoc tai tao huyén phu trong thé tich thich
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hop dung dich mubi dém sinh Iy (PBS) dén do chuan khoang 1 x 10° PFU/mL. Céc
phan phan uéc 100 uL PRRSV ¢6 dac dugce bao quan ¢ -80 °C.

PRRSV duogc chuin do kha ning 1y nhiém in vitro bang cach st dung quy
trinh sau. Bing cach st dung dich nuoi cdy té bao va quy trinh van chuyén néu trén,
cac té bao Marc-145 duoc tao huyén phu trong DMEM chira 10% FBS & mat do cudi
14 1,5 x 10° t& bao/mL. Hai mL Marc-145 huyén phu chira té bao duogc bd sung vao
mdi 16 cua dia 6 15, va dia duoc t qua dém & 37 °C véi 5% CO». Céc mau virut dugc
lam tan gi4 trong chiu nude 37 °C, sau do ly tdm ¢ 500 x g trong 10 phut ¢ 4 °C.
Day pha loang 1/10 cuia virut duoc chudn bi va bao quan & 4 °C cho dén khi str dung,

bang cach sir dung EMEM lam dung dich dém pha loang.

Khi cac té bao Marc-145 dat mirc nhap dong it nhat 90%, méi truong duogc
loai bd, va 0,5 mL dung dich dém pha loang va 0,5 mL dich pha loang virut dugc bd
sung vao mdi 10. DP&i v6i mau dbi chimg am tinh, 1,0 mL dung dich dém pha lodng
dugc stir dung. Pia dugce lic nhe ngay sau khi mdi dich pha loang dugc thém vao. Dia
duoc @ trong 60 — 90 phit & 37 °C trong 5% CO; va lwacs manh 15 mt lan. Tiép
theo, mdi 15 ctia mdi dia 6 15 duge phit bing 3 mL hdn hop gdm 2,5% agaroza 6
diém noéng chay thip trong dung dich PBS va dung dich dém pha lodng ¢ 37 °C theo
ty 1& 1:4. Céc dia dugc u 6 nhiét do trong phong trong 15 phut dé cho phép hdn hop
phu dic lai, va theo céc dia dugc 1 6 37 °C v6i 5% CO; trong 96 gio.

Vét hoa tan duge nhin bing mét thuong bang cach sir dung quy trinh sau. Sau
khi vét hoa tan dugc hién mau hoan toan (96 gio sau khi lay nhiém), 1 mL 4%
paraformaldehyt dugc bb sung, va cac dia dugce 4 & nhiét do trong phong trong 1 gio.
Agaroza hoa tan duoc loai bo, va 0,5 mL 0,5% tim tinh thé dugc bd sung vao mdi 16.
S4 vét hoa tan duogc dém sau 15 phut u v6i tim tinh thé va duogc chuyén thanh do

chudn dua trén hé s6 pha loang.
Su nhén 1én in vitro cia PRRSV:

Do chuén PRRSV 16n hon 1 x 107 PFU/mL la dugc wu tién doi véi thir
nghiém protein va cholesterol. Sy nhén 1én cta ching PRRSV-RESP trong cac té

bao Marc-145 tao ra mau virut dam dic c6 dd chuén > 1 x 108 PFU/mL.
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Loai lipit cua PRRSV:

Xir 1y bang dung méi va gia xur Iy dugc tién hanh theo quy trinh sau day. Cac
phdn phan wéc 100 pL cia dung dich géc PRRSV dam dic o khoang 1 x 10°
PFU/mL duoc pha logng thanh 900 pLL PBS trong cac éng Eppendorf dé dat dugc do
chuén cudi bang 1,0 — 5,0 x 108 PFU/mL. MBCD trong PBS duoc bb sung dén ndng
do mong mubn dé xur ly bang dung moi, hodc mot thé tich twong duong PBS duoc
bd sung vao dbi véi mau gia xi 1y. Tiép theo, 6ng Eppendorf dugc day nép va duoc
gan kin bang parafilm. TAt ca cdc mau duge bao vé trong thiét bi lac theo quy dao
trong moi truong khong khi & nhiét do khong d6i SHZ-82 (Changzhou Guohua
Appliance Co., China) dugc gia nhiét trudc dén 37 °C. Cac mAu da dugc xir ly bang
dung moi va gid xtr ly dugc xoay ¢ tbc do quay quy dao la 220 vong/phut & 37 °C
trong khodng thoi gian mong muén. Cac miu tuong tmg dugc xoay trong thiét bi vi
ly tdm trong 1 phut, va phan dich ndi chira IFV duoc chuyén dén cac 6ng siéu ly tam.
Cac 6ng duge ly tim & 100.000 x g (OPTIMA™ L-100XP centrifuge; Beckman
Coulter, Inc., Indianapolis IN) trong 30 phut dé két vién PRRSV, va phan dich ndi
duogc loai bd. Cac vién két PRRSV duoc tai tao huyén phu trong 200 pL PBS va
duge bao quan & -80 °C cho dén khi phan tich tiép.

Dic trung ctia PRRSV da loai lipit:

Ham luong protein cia PRRSV da dugc gia xtr Iy va loai lipit dugc xac dinh
bang cach sir dung thit nghiém BCA (kit phan tich protein BCA ctia PIERCE™) theo
huéng dan ctia nha san xuat. Ham luong cholesterol ciing dugce x4c dinh bang cach
st dung thtt nghiém cholesterol (Amplex® Red Cholesterol Assay Kit, Life
Technologies, Grand Island, NY) dugc tién hanh theo huéng dan cla nha san Xudt.
Kha nang lay nhiém in vitro duge xac dinh bang cach sir dung quy trinh twong tu
nhu da néu & trén.

Su phu thudc vao ndng d6 cia MBCD:

Trong thi nghiém loai lipit thir nhéit, PRRSV dugc loai lipit béng 5, 10, 20,
30, va 50 mM MBCD trong 60 phut ¢ 37 °C. sau khi si€u ly tdm, cac mau gia xt ly

va loai lipit dugc thir nghiém kha néng lay nhidm in vitro trong cac té bao Marc-145,
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va ham luong protein va cholesterol dugc xac dinh, bang cach st dung céc quy trinh
nhu d4 néu & trén. Kha ning 1ay nhiém, ham lugng protein, va ham lugng cholesterol

cua PRRSV di duoc loai lipit dugce chi ra trén bang 4.

Bang 4

Kha ning lay | Ham luong

N Ham lugng protein
Xu ly nhiém in Vitro Cholesterol
(mg/mL)

(PFU/mL) (ng/mL)
Gid xu ly 1,6 x 107 4,46 11,64
5mMMBCD | 1,4x 10’ 3,94 (88%)? 9,82 (84%)*
10 mM MBCD | 7,0 x 10° 4,00 (89%)? 4,66 (40%)*?
20 mM MBCD | 2,8 x 10° 4,05 (90%)? 4,46 (38%)?
30 mM MBCD | 1,2 x 10° 4,36 (97%)* 4,00 (34%)®
50 mM MBCD | 4,2 x 10* 4,40 (98%)® 3,29 (28%)?

Luuy: 2ty 1& phan trim so v6i gia xt 1y.

D6 chudn cua dung dich gbc PRRSV-RESP ban dau 1a 1,0 x 10® PFU/mL,
0,1 mL dung dich géc nay dugce tron vai 0,9 mL PBS, cung vé6i lugng thich hop
MBCD. Sau khi lic theo qu§ dao & 220 vong/phut trong 60 phut & 37 °C, cac mau
virut dugc két vién bang cach siéu ly tim va dugc tao huyén phil trong thé tich cubi
12 0,2 mL PBS. D6 chuin ctia mau gia xtr 1y 1a 1,6 x 107 PFU/mL (TABLE 4), goi y
ring nhidu hon 30% hoat tinh virut dwgc thu hdi sau khi gia x@ ly. Xi ly bang
MBCD lam giam kha ning 1ay nhiém va ham lugng cholesterol theo cach phu thudc
vao ndng do ¢ muc 16n, trong khi 88% - 98% ham lugng protein téng dugc thu hoi &
tt ca cac ndng do MBCD (xem bdng 4). Sau khi xt Iy bang 50 mM MBCD, PRRSV

da loai lipit van giit lai khodng 28% luong cholesterol ban dau so v6i mau gia xur ly,
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va kha nang lay nhiém PRRSV giam khoang 380 14n, nhung khong bi loai bé hoan

toan.
Thir nghiém ciy chuyén mu ctia mau PRRSV da duoc loai lipit:

Po chuin ctia mot trong s6 cac mau PRRSV di duoc loai lipit (100 mM
MBCD trong 90 phut) 1a dudi giéi han phat hién. Diéu nay dat ra cau hdi liéu co hat
vi rut 1ay nhi®m bét ky nao trong mau khong. D tra 101 cau hoi liéu c6 mat hat virut
lay nhim nao khoéng, mot mau méi duge loai lipit bang 100 mM MBCD trong 90
phut va dugc cho tham gia thir nghi€ém ciy chuyén mu duoc mo t& dudi day. Trong
khi miu PRRSV-RESP ddi ching c¢6 do chudn 1,6 x 10° PFU/mL, khong c6 vét hoa
tan nao dugc phat hién béi thir nghiém cdy chuyén mu tir mau PRRSV duoc loai lipit
bang 100 mM MBCD trong 90 phut. Viéc loai lipit bang 100 mM MBCD trong 90
phit duong nhu 1am bt hoat PRRSV-RESP hoan toan.

Thir nghiém ciy chuyén mu duge thuc hién theo quy trinh sau day. Mot tram
pL miu PRRSV da dugc loai lipit duoc chuyén vao mdi 16 cia dia 6 16 chta té bao
Marc-145, duge chuin bi boi quy trinh néu trén. Dia duge 0 trong 4 ngay & 37 °C
trong 5% CO,. Thyc hién ba chu trinh lanh dong-tan gia lién tuc dé dung giai té bao,
va phan dich ndi chira PRRSV duoc thu nhan va ly tim & 800 vong/phut trong 5 phut
& 4 °C. Bén tram pL phan dich ndi dugc chuyén vao binh thot c¢b chira té bao Marc-
145. Cac binh duoc 0 trong 4 ngay & 37 °C va 5% COz. Cac chu trinh lanh dong-tan
gia dugc 1ap lai, va phan dich ndi dugc thu hoach tiép, dugc lay tam, va chuyén dén
binh thét cd chtra cac té bao Marc-145 nhu truée day. Cac chu trinh lanh dong-tan
gia dugc 1ap lai mot lan nita, phén dich ndi duge thu nhan tiép va duoc ly tdm, va
phin dich néi chira PRRSV duoc lam lanh déng & -80 °C cho dén khi st dung tiép.
Do chudn PRRSV ctia céac mau dugc thu hoach cudi cung dugc x4c dinh béng cach

sir dung céc té bao Marc-145 nhu da néu & trén.
Vidu3

Muc tiéu ctia nghién ciru ndy 1a xac dinh tinh phu thudc theo thoi gian dbi vei
su bit hoat PRRSV chiing ND 99-14 nhd phuong phap loai lipit sir dung metyl 3
xyclodextrin (MBCD). MBCD dugc mua ¢ dang bot tir CTD, Inc. (Alachua, FL).
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Dung dich gbc 300 mM duge didu ché bang cach bd sung 1000 mL nude vao 280 g
MBCD d8 tao ra dung dich gbc.

Loai lipit virut:

Cac thi nghiém dong hoc bat hoat dugc thuc hién b%mg cach st dung PRRSV
chiing ND99-14, dugc md ta trong don dang xét nghiém US Ser. No. 62/296,658,
ndp ngay 18 thang 2 nam 2016. Nhin chung, phuong phép nay bao gbém budc bd
sung MBCD ¢ ndng d6 cudi 40 mM va trong thoi gian 4 tong cong 72 gio & nhiét do
trong phong ddng thoi khudy lién tuc. Viéc bd sung MBCD xay ra theo 2 budc, 20
mM dé bat dau qua trinh bat hoat, 20 mM MBCD tiép theo duoc bd sung 24 gio sau
d6 va dugc U thém trong 48 gio nita ¢ nhiét do trong phong dong thoi khudy lién tuc.
Nhiét do trong phong nam trong khoang tir 20 °C dén khoang 25 °C, va tuy y nim
trong khoadng tir 22 °C dén khoéang 24 °C.

Dung dich gbc 300 mM cta dung dich MBCD ban dau dugc bd sung vao
virut dén ndng d6 cudi cung 12 20 mM bang cach bo sung 567 mL dung dich MBCD
vao 8,5 L dung dich gbc virut. Virut duge U trong 24 gio ¢ nhiét do trong phong
ddng thoi khudy & 50 vong/phut. 30 mL virut duoc thu nhén & 0 gio, 15 phut, 4, 8,
12, 16, 20 va 24 gid sau khi bd sung MBCD. Cac phin phan uéc dbi véi mdi thoi

didm duge bao quan & 4°C va -70°C cho dén khi st dung tiép.

Sau 24 gio, miu dugc thu hdi, virut duge chuyén dén dd chtra méi. 20 mM
MBCD nira duge bd sung (650 mL MBCD dugc bd sung vao 9,75 L dung dich gbc
virut) dé dat duoc nong do cudi cung 1a 40 mM. Virut duge u trong 48 gid nita &
nhiét do trong phong. 30 mL virut dugc thu hoi & 30, 36, 42, 48, 60, 72, 84 va 96 gio
sau 14n bd sung MBCD th(r nhat. Cac phan phan u6c d6i véi méi thoi diém duoc bao

quan ¢ 4°C va -70°C cho dén khi sir dung tiép.
Xac dinh virut:

Dich pha loang 10 14n theo day noéng do (1071-107) ctia virut duoc gia bét hoat
va virut dugc bat hoat dugc bd sung vao cac té bao MARC145 duogc nudi céy trén
dia 96 16. Cac dia dugc 1 & 37°C va 5%CO; trong 96 giod @& cho phép virut sng 1ay

nhiém cho té bao. Su sao chép virut duge xac dinh bang cach quan sét hiéu qua gay
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bénh cho té bao (CPE) do su nhidm virut ciia té bao MARC145. Mdi 16 chira dich
pha lodng virut dugc ghi diém dwong hoac 4m ddi v6i CPE va s6 16 4m tinh hodc
duong tinh thu dugc déi v6i mdi dich pha loing dugc sir dung dé xac dinh
TCIDso/mL bang cach tinh TCIDso theo Reed-Muench. Virut duoc gia bét hoat dugc
xu ly trong cac diéu kién moi truong va nhiét do tuong ty véi virut duge bét hoat ma

khong bd sung tic nhan gay bét hoat.

Thuc hién ba 14n cdy chuyén mu lién tiép ddi véi cac virut duge gia bat hoat
va céc virut dugc bit hoat cling nhu mau dbi chimg chi chira moi truong bang cach
sir dung té bao MARC145 dugc nudi ciy trong binh thét ¢d T-225. Cac mau da lam
bét hoat va mau ddi chung dugc bd sung vao dich nudi cdy 2 ngay cia céc té bao
MARC145 va dugce 0 trong 7 ngay ¢ 37°C va 5%CO: (3 mL mau vao 27 mL mdi
trrong). Céac binh dugce kiém tra bang mat thuong su ¢6 mit ciia CPE. Mbi binh thét
cb dugc ghi didm 1a duwong (+) hodc am (-) déi v6i CPE va dugce ghi lai. Dich noi tir
cac binh thét ¢b duge thu nhéan va duge b sung vao mot bd binh thot cd T-225 chtra
dich nuéi cdy 2 ngay ciia cac té baio MARC-145 va dugc U trong 7 ngay & 37°C va
5%CQ0,. Cac qua trinh néu trén dugc ldp lai hai lan dé thu dugc su quan sat CPE

trong 3 1an cdy chuyén virut lién tiép.

Do chun virut PRRS duge xac dinh & tit ca cic thdi diém thu nhan trong
sudt khoang thoi gian u 96 gio bang céach sir dung cac mau duge bao quan ¢ 2 nhiét
do khac nhau nhu da chi ra. 0 chi ra do chuin khong thé phat hién duogc hodc chua
duoc xac dinh bang thir nghiém xac dinh TCIDso cua virut sdng PRRS. Cac két qua
duge thé hién trong bang 5 ching to rang 40 mM duoc bd sung vao quy trinh gbdm 2
buéc ¢6 kha ning lam bAt hoat virut PRRS v6i do chudn it nhat la 8 logio
TCIDso/mL. Do chuin cao hon chung té su bat hoat khong hoan toan voi 20mM
MBCD, nhung virut khong thé phat hién duoc sau lan bd sung MBCD tht hai dé
mang lai ndng d6 40 mM. Két qua ciing chi ra rang thoi gian 1a yéu t6 it gop phan
vao su bat hoat. Thoi gian u dai hon & ndéng d6 MBCD cho trudc khong lam gia tang
mirc d9 bit hoat. Ndng do 20 mM cua MBCD lam giam virut song di khoang 2,5 log
sau 15 phut u va lugng virut séng dugc phat hién van khong dbi trong 24 gid. Viéc

bd sung 20 mM MBCD 14n thir hai & 24 gio & da lam bat hoat virut dén mic khong
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thé phat hién duoc boi miu duge thu nhan & thoi diém tiép theo (30 giv). Sw khic
biét vé kha ning sdng sét cling dugc quan sat voi su c6 mit ciia 40 mM MBCD ¢
céc nhiét do bao quan khac nhau. Cdc mau dugce liy & céac thoi diém véi virut song
c6 thé phat hién duge khi duge bao quan ¢ -70°C ¢6 lugng virut it hon it nhét 100

14n so v6i duge bao quan ¢ 4°C.

Béang 5

Gio Mau duoc bao quan & 4 °C Mau duoc bao quan ¢ -70 °C
0,25 5,82 3,3
4 5.8 nd
8 5.9 2.8
12 5,6 3,2
16 5,6 3,2
20 5,6 3.4
24 5,6 3,6
30 0 0
36 0 0
42 0 0
48 0 0
56 0 0
64 0 0
72 0 0
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84 0 0
96 0 0
2 Logio TCIDso/mL
Vidu4

Muc tiéu ctia nghién ctu nay la dé danh gia do an toan va hiéu qua cua céc
vacxin PRRSV da duoc bét hoat bang thi nghiém trong nghién ctru thir thach ching
ngtra. Vacxin dugc danh gia kha ndng lam giam tdn thwong phdi va mirc nhiém virut
huyét ctia n6. Dic tinh clia vacxin dugc quan tdm bao gém nhiét do bao quan, sb lidu
dung (1 so véi 2) va vi€c bd sung ta duoc. Nghién ctru dugc thuc hién trong diéu
kién BSL-2 & Veterinary Resources, Inc., Cambridge, Iowa. Thir nghiém trong
phong thi nghiém dugc thuc hién ¢ phong thi nghiém chén doan tht y thudc trudong
dai hoc bang Towa (Iowa State University Veterinary Diagnostic Laboratory), Ames,
Jowa and South Dakota State University Veterinary Diagnostic Laboratory,
Brookings, South Dakota. Sau muoi (60) con lon da cai sita khée manh vé mat 1am
sang khoang 3 tudn tudi ma c6 phan ung huyét thanh 4m tinh v6i PRRSV dugc tham
gia vao nghién ctu. Lon duoc xép loai theo thé trong giam dan va tao ra 10 nhém
mdi nhém gdém 6 con. Lon duge phan ngau nhién vao mot trong sdu nhom diéu tri
(10 con lgn trén mdi nhém). Cac nhoém didu tri bao gdm nhém dbi chimg khong
chung ngira (T01) va ndm nhém dugce chung nglra véi cac vacxin PRRSV da duoc
lam bét hoat theo thi nghiém. Cé4c vacxin dugc lam bét hoat béng cach loai lipit c6 st
dung metyl-beta-xyclodextrin (MBCD). Nhom vacxin T02 va T03 khong chua ta
duoc va dugc bao quan & 2-8°C (T02) hoac -20°C (T03). Nhém vacxin T04 va T05
chira ta duoc MONTANIDE™ Gel 01 (Seppic) va duge ding mot 1an (T04) hodc hai
1An (T05). Nhom vacxin T06 chta ta dugc MONTANIDE™ IMS 1313 VG N PR

(Seppic) va dugc su dung hai lan.

Lon duogc cho an ché d6 an ban dau trong diéu tri theo tiéu chuin thuong mai
(CTC/DENAGARD®) (NRC, 2012) #ity thich nhd thiét bi nap liéu ¢ trén dau. Lon

dugc uong nude udng sach tiy thich nho nude duge dan qua cic duong 6ng. Tat ca
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lon tham gia nghién ctru déu dugc diéu tri bang EXCEDE® 10 ngay sau khi ching
ngura (DPV). Ngoai ra, tAt ci cac con lon déu dugc diéu tri bang mot lidu don
VITAL E®-500 va mot 14n diéu tri khéc bing EXCEDE® 21 DPV. Tét ca dugc phdm

duogc cho dung theo huéng dan ghi trén nhan.
Vacxin

PRRSV ching SD 11-21 (muc cdy chuyén 84) dugc dung 1am khang nguyén
trong nghién ctru nay. SD11-21 1a ching thyc dia da dugc lam thich nghi dé phat
trién trong dich nudi ciy té bao qua 84 1an cdy chuyén dong té bao MARC-145 ciing
nhu ba vong tinh ché vét hoa tan va ly tAm gradient sucroza, nhu dugc mo ta trong
don dang xét nghiém US Ser. No. 62/296,658, np ngay 18 thang 2 nam 2016. Mau
cdy chuyén 85 (p85) dugc tao ra trong thiét bi phan tmg sinh hoc 5 L BioBLU dung
mot 1an (Eppendorf, Hamburg, Germany) dugc cdy MARC-145 gan véi vi chét
mang HILLEX II (Pall Corporation, Port Washington, NY) trong moi truong OPTI-
MEM (Life Technologies, Grand Island, NY) dugc b sung 2% huyét thanh bao thai
bo (Sigma, St. Louis, MO) va 50 ug/mL Gentamycin (Life Technologies, Grand
Island, NY). Do chuan cua dung dich géc virut p85 da dugc thu nhén la 7,3
log10TCIDso nhu dugc xac dinh bé’mg thtr nghiém chuén d6 virut dugc mo ta trong vi

du 3.

Trong chai 1L, 19,7 mL dung dich gbc 300 mM MBCD (Sigma, St. Louis,
MO) duge bd sung vao 300 mL dung dich gbc virut SD11-21. Hon hop duge u &
nhiét d trong phong ddng thoi khudy lién tuc & 50 vong/phut trong 24 gio. Sau khi u
24 gid, 9,8 mL dung dich gbc MBCD dugc bd sung tiép vao va hon hop duge G &
nhiét do trong phong dong thoi khudy lién tuc & 50 vong/phut trong 24 gio nita.
Noéng d cudi cung cia MBCD la 30 mM véi tong cong 48 gid i & nhiét do trong
phong. Dung dich gbc chira virut da dugc gia bét hoat ciing dugc diéu ché bang cach
bd sung mot lugng twong dwong nude thay cho MBCD, théi gian  va khudy la
giéng v61 virut da duoc lam bat hoat. Virut da duoc gia bat hoat dugc st dung lam
mau dbi chimg cho thir nghiém danh gid virut. Sau khi x 1y, virut da duoc gia bét

hoat c6 mat v6i lugng 6,5 logioTCIDso/mL, trong khi khong ¢ virut séng nao dugc
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phat hién trong dung dich virut da dugc lam bat hoat béi MBCD. Dung dich géc

virut dugc bao quan & 4°C cho dén khi str dung tiép.

Vacxin dugc bao ché dé chira chit 6n dinh va chét bao quan. OPTI-MEMP® 1
Reduced Serum Medium duogc ding lam chit pha loang hon hop tron. Ta dugc g6m
cac ché phim thuong mai MONTANIDE™ Gel 01 (Seppic) va MONTANIDE™
1313 VG N PR (Seppic). San pham ddi chimg la ché phim thuong mai (Corning
Cellgro, Mediatech Inc. cia dung dich mudi dém phosphat (PBS). Vacxin khong
chira ta duoc bao gdbm virut da loai lipit, 25% chét én dinh B, 25 pg/ml gentamycin
]am chat bao quan, va chét pha loang hon hop tron. Vacxin chira ta dugc bao gbm
20% ta duoc di néu. Chat 6n dinh B bao gdm 2,5% D-mannitol (Sigma), 1,2%
gelatin loai A (Fisher, Pittsburgh, PA), dich thity phan 1% NZ amin casein (Sigma),
5% sucroza (Sigma), va 6,2% trehaloza (Fisher) trong nudc siéu tinh khiét (Life

Technologies) 6 do pH 7,0 — 7,2.
Chung ngra va thr thach

MB&i con lon trong s6 60 con tham gia vao nghién ctru ndy dugc ching ngira &
ngay thir -35 trude khi thi thach. Lon ¢ nhém T01-T05 duge ti€m voi mau xir 1y chi
dinh ctua chung dudi dang lidu 1,0 mL trong co vao phia phai cia ¢6. Lon thudc
nhém T06 duge tiém voi 1,5 mL. Lon & cdc nhom T01-T03 va TO5 va T06 duge
chung ngira lai 14 ngay sau d6 (-21 ngay trude thir thach) theo cach tuong tu. G0
DPC, nguyén li¢u thir thach dugc didu ché bang cach l1am tan gia cac phén phan udc
da duoc 1am lanh dong cua ching NADC-20 ngay truéc khi thu thach. Do chuan
duoc xac dinh 1a 1,26x10°° TCIDso/ml sau khi pha loadng trong mdi truong thiét yéu
t6i thiéu (Minimum Essential Medium Eagle) voi mubi Earle va L-glutamin (MEM)
tir Mediatech, Inc. Mdi con lgn dugc giit dé thir thach véi dau hudng 1én phia trén.
Xy-ranh khong khoa luer 3 mL duoc st dung dé phan phdi mot liéu 2 mL trong miii,
v6i khoang 1 mL mot 16 mdii.

Két qua

3 14 DPC, cac dong vat duoc giét béi ngudi theo cac thu tuc tai chd. Phoi

duoc cét va dugc cho diém béi cac dieu tra vién cia nghién ciru, nhitng nguoi khong
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hé biét vé viéc xtr Iy. Mdi trong sb bay thiry phdi duoc danh gia ca bang mét thudong
va bang bat mach d6i v6i thuong ton dic trung tong do PRRSV gay ra. Luong
thuong tdn/su hop nhét & mdi thiry phdi dwoc cho diém duéi dang gia tri thwe ndm
trong khoang tir 0 dén 100% ciia thiry phdi. Diém dbi v6i mdi thuy duge dua vao
cong thuc hiéu chinh dé tinh toan ty 1& phan trim phéi bi thuong tbn. Ty 1& phan
tram cda toan bd phéi bi thuong ton duoc tinh theo cong thirc sau: Ty 1€ phén tram
cua toan bd phéi bi thwong ton = {(0,10 x dinh trai) + (0,10 x thuy tim trai) + (0,25 x
mang ngin trai) + (0,10 x dinh phai) + (0,10 x thuy tim phai) + (0,25 x mang ngan
trai) + (0,10 x thuy trung gian)}.

Ngoai ra, ty 1¢ phin trim cia toan bd phdi bi thuong ton duge bién d6i bing
cach chuyén dang arcsin, truéc khi dua di phén tich tiép. Dit lidu da bién ddi duoc
phan tich bing mo hinh tuyén tinh két hop c6 tinh dén anh huéng c6 dinh ciia viéc
diéu tri (quy trinh MIXED trong SAS) va anh hudng ngau nhién cia nhom.

Két qua phan tich thong ké cua diém tén thuong phdi dugc tom tit trong bang 6.
Anh huéng chii yéu cta viée xtr Iy 12 c6 y nghia vé mat théng ké (P = 0,0003). So
sanh v6i nhom déi chimg (T01) cho thdy ty 1é phan tram phdi thdp hon dang ké
(P<0,05) & cac nhom duge cho dung ta duoc Gel 01 (T04 va T05). Hon nira, Vacxin
khoéng chira td duge dugce dung hai 14an va duogc bao quan & 2-8°C (T02) tao ra diém
tén thuong thip hon dang ké (P<0,05) so v6i nhom twong tu dugc didu tri bang
vacxin dugc bao quan ¢ -20°C (T03).
Bang 6. Diém t6n thwong phdi trung binh — bao ham ty 1& phan tram phoi duoc bién

dbi arcsin (anh huéng chi yéu cta viéc diéu tri: P = 0,0003)

. C Trung
Nhém diéu tri Uéc tinh! Sai s0 chuin
binh?
T01 (Gia duogc) 0,4760 0,1085 20,99
T02 (khong chira ta duoc, 2 lidu) 02761 0,1105 7,43
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\ , , Trung
Nhoém diéu tri Uéc tinh! Sai sO chuin
binh?

T03 (PRRS bét hoat dugc bao quan & -0,6338 0,1085 35,07
70 °C)
T04 (ta duoc Gel 01, liéu don) 0,1678 0,1085 2,79%
T05 (ta duoc Gel 01, 2 lidu) 0,2128 0,1141 4,46*
T06 (ta duoc 1313, 2 liéu) 0,3418 0,1085 11,24
T02 v TO3 Tris6 P = 0,0013
T04 v TO5 Tri s6 P = 0,6692
T02 v TO5 Tri s6 P = 0,5594

*T01 so voi T04 va T05 khac biét dang ké & P < 0,05

1Gi4 tri trung binh chwa dugc bién dbi

2Gi4 trj trung binh da dugc bién doi ngugc lai

Cac mau mau dé xac dinh mtc nhiém virut trong méau dugc thu nhan & cac

ngay -35 va -21 trudc khi thir thach. Ngoai ra, cac mAu méau dé xac dinh mirc nhiém

virut trong méau dugc thu nhan ¢ 0, 3, 7, 10 va 14 DPC. Cac mau duogc kiém tra su c6

mat cua axit nucleic cia virut PRRS bang cach sir dung k¥ thuat qRT-PCR

Dit liéu huyét thanh hoc va virut trong méau duoc bién d6i thanh cac don vi

logio trude khi phan tich, tao ra sy phén phéi khong chuén tic. Cac gia tri da dugc

bién ddi duoc phan tich bang cach st dung mo hinh két hop do lap lai (quy trinh

MIXED). M6 hinh théng ké bao gdm anh huéng clia viée diéu tri, thoi gian, va anh

huong cia viée diéu tri theo thoi gian 1a cic anh huéng c6 dinh. Nhém dugc bao

gbm trong mo hinh 13 anh hudng ngau nhién. Néu twong tac clia viéc diéu tri theo

thoi gian 1a dang k& (P<0,05), anh huong cua viée diéu tri theo thoi gian duge danh
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gia. Néu twong tac nay la khong dang ké, anh huong chi yéu cua viéc diéu tri duoc
danh gia. Trung binh binh phuwong nho nhét (d dugc bién déi nguoc lai) va sai s

tiéu chuan duogc dua ra.

Phan tich mtc dd nhiém virut trong mau duge tom tit trong bang 7. Khong
quan sat thdy su nhiém virut huyét & bat ctr con lon ndo trude khi thir thach PRRSV,
cho thdy virut trong vacxin da khoéng dugc bét hoat. Céc thoi diém trude khi thir
thach duoc loai trir khoi phan tich thong ké. Sau khi thir thach, twong tic cua viée
didu tri theo ngay 1a khong déng ké (P=0,0974), vi vy anh hudng chi yéu cia viée
didu tri dugc danh gia. Anh huong cua viée diéu trj 1a dang ké (P = 0,0107). So sanh
v6i nhom dbi chimg (T01) cho thiy cac miic thip hon dang ké (P<0,05) & tat ca cac
nhém vacxin chira ta dugce (T04, T05 va T06). Khong c6 su tuong phan nao dugce du

tinh trudc c6 nghia thong ké.

Béang 7. Nhiém virut trong méu - gia tri trung binh hinh hoc ctia cac ban sao hé
gen PRRSV/mL & 3, 7, 10 va 14 DPC (da duogc bién dbi logio) (anh hudng chi yéu

ctia viéc diéu tri: P = 0,011; tuong tac ctia viéc diéu tri theo ngay: P = 0,097)

i , Gia tri trung binh
Xt ly Udc tinh! Sai s0 chuan
hinh hoc?

T01 (Gia duogc) 6,2508 0,1149 1781506

T02 (khong chira ta duoc, 2 liéu) 5,9855 0,1211 967187

T03 (PRRS bat hoat dugc bao 6,2907 0,1149 1953141
quan ¢

170 °C)

T04 (ta dugc Gel 01, liéu don) 5,8753 0,1149 750379*
T05 (t4 duge Gel 01, 2 lidu) 5,7720 0,1211 591543+
T06 (ta4 duge 1313, 2 liéu) 5,8878 0,1149 772251*
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) , Gia tri trung binh
Xt ly Uéc tinh! Sai s0 chuan
hinh hoc?
T02 so véi TO3 Tri s6 P = 0,0733
T04 so v6i TO5 Tri sO P = 0,5389
T02 so voi TOS Trisd P = 0,2182

*T01 so v4i T04, T05, T06, khac biét d,éngvké oP<0,05
'Gi4 tri trung binh log10 chua dugc bién doi
2Gi4 tri trung binh da dugc bién do6i nguoc lai

Két luan:

Viéc ching ngura lgn béng mot hoac hai lidu vacxin chira ta duge Gel 01 da
duoc 1am bit hoat bing MBCD la hiru hiéu trong viéc lam gidm déng ké ca ton
thwong phbi va mirc nhiém virut trong méau so véi nhém dbi chung. Toén thuong phdi
dugc giam dang ké & lon duge ching ngira bang cac vacxin khac da dugc lam bét
hoat bing MBCD (T02 va T06) dugc bao quan & 2-8°C. Do su thay ddi vé diém ton
thwong & phoi, su khac biét nay la khong déng ké & mtrc P<0,05. Tt ca cac vacxin
MBCD chta t4 dugc (MONTANIDE™ Gel 01 hodc1313) lam giam dang ké su
nhiém virut trong mau. Trong c4c nghién ctru trong tuong lai, ¢d mau 16n hon c6 thé
duoc cAn dén khi ching NADC-20 duoc ding 1am nguyén liéu thir thach dé phat
hién su khac biét c6 nghia vé& mat sinh hoc & ca hai yéu t6 1a tdn thwong phoi va

nhiém virut trong mau.

Nhiét do bao quan dudng nhu c¢6 anh huong dén hi¢u lyc cua vacxin. Viéc
bao quan vacxin ¢ -20 °C ¢6 anh hudng ti€u cuc dén hiéu luc vacxin so voi vacxin
duoc bao quan ¢ 2-8 °C.

Viéc ching ngira bo sung 14 ngdy sau lan chung ngura thir nhat khong cai

thién hiéu luc vacxin hon nita ¢ lgn dugc chung ngua bing vacxin bat hoat bang

MBCD chura ta dugc Gel 01.
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Viéc dua ta duge Gel 01 vao vacxin bét hoat bang MBCD khong 4nh huéng
dén hiéu luc vacxin.

Vacxin bét hoat bang MBCD 1a an toan dbi véi lon dang 16n nhu dugc ching
minh bai viée khong c6 phan tng toan than sau ching ngira, khong c6 thuong ton tai
vi tri tiém va chi c6 mdt dap ung sbt nhat thoi (1 hodc 2 ngay) trong nhém chua ta

dugc Seppic MONTANIDE™ Gel 01 sau khi chiing ngira lan th hai.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Phuong phap bao ché virut ¢6 vé boc duge lam bat hoat bao gdm:

tron dung dich chtra virut c6 vo boc voi dung dich metyl B-xyclodextrin

(MBCD) thir nhit dé thu dugc hdn hop thir nhét;
0 hdn hop tht nhat trong mot khoang thoi gian tht nhét;

tron virut ¢6 vé boc tir hdn hop thit nhét véi dung dich MBCD thir hai dé thu

duoc hon hop thir hai; va
i hon hop thir hai da néu trong mot khoang thoi gian thir hai.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ndng do ctia MBCD trong hén hop tht nhét it
nhat 1a 5 mM dén khoang 100 mM.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ndéng do cia MBCD trong hdn hop thir nhét 13
khoang 20 mM dén khoang 40 mM.

4. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng dd cua
MBCD trong hon hgp tht hai 1a khoang 10 mM dén khoang 100 mM.

5. Phuong phap theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng do cta
MBCD trong hén hop thit hai 1a khodng 30 mM dén khoang 50 mM.

6. Phuong phép theo diém bit k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 khoang thoi
gian thi nhit 12 khoang 15 phut dén khoang 24 gio.

7. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 khoang thoi
gian thir nhat 1a khoang 4 gid dén khoang 24 gio.

8. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 khoang thoi
gian tht hai 1 khoang 4 gid dén khoang 48 gio.

9. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 7, trong d6 khoang thoi
gian th{r hai 12 khoang 24 gid, khoang 36 gio, hodc khoang 48 gio.

10. Phwong phép theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 nhiét do cla
it nhit mot trong s6 khoang thoi gian thir nhét va khoang thoi gian thit hai 12 khoang
20°C dén khoang 25°C.
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11. Phuong phap theo diém 10, trong d6 nhiét do nay la khoang 22°C dén khoang
24°C.

12. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 céc diém néu trén, trong do6 virut c6 vo

boc duge phan 1ap tir hén hop thir nhit truée bude thu nhan hon hop th hai.

13. Phuong phéap theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong do6 virut c6 vo
boc 1a virut hoi chung hé hdp va sinh san & lon (Porcine Reproductive and

Respiratory Syndrome - PRRS).

14. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong do it nhét mot
trong sd khoang thoi gian thi nhét va khoang thoi gian tht hai con bao gbém budc

khuéy hén hop thir nhit va/hodc hdn hop thir hai.

15. Phuong phap san xuét vacxin bao gom:

tron dung dich chira virut c6 vo boc v6i dung dich metyl f-xyclodextrin
(MBCD) thtt nhét chira ndng do MBCD it nh4t 1a 5 mM dén khoang 100 mM dé thu
duoc hdn hop thi nhat;

1 hon hop thir nhét trong mot khoang thoi gian thir nhét tir khoang 15 phit
dén khoang 24 gio;

tron virut c¢6 vé boc tir hdn hop thir nhat véi dung dich MBCD thir hai chira
ndng d6 MBCD it nhét 12 10 mM dén khoang 100 mM dé thu dugc hon hop thit hai;

1 hdn hop thr hai nay trong khoang thoi gian thir hai tir khoang 4 gio dén
khoang 48 gi0;

phén 14p virut c6 vé boc nay; va

két hop virut c6 vo boc da dugc phan 1ap voi it nhat mot trong so: ta duoc,
chét 6n dinh, chét bao quan, va chét pha lodng hdn hop tron;

trong d6 nhiét do cua it nhat mét trong sé khoang thoi gian thir nhét va
khoéang thoi gian thir hai 1a khoang 20°C dén khoang 25°C.
16. Phuong phap theo diém 15, trong d6 virut ¢6 vo boc la virut hdi chimg ho hép va

sinh san ¢ lon (PRRS).
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