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(57) Sang ché dé cap dén phwong phép cai tién nham thu hdi protein duoc biéu hién
boi khung doc mé 2 tir virut gdy ra hoi ching gay com sau thoi ky dut sita loai 2 &
lon. Nhin chung, phuong phap bao gdm cac bude chuyén nhidm virut tai té hop chira
khung doc méd 2 viét ma céc trinh ty vao cac té bao c6 trong méi trudng sinh trudng,
lam cho virut biéu hién khung doc m¢ 2, va thu hoi protein biéu hién trong dich noi.
Viéc thu hdi nay nén dién ra trong xap xi 5 ngay sau khi gy nhiém céc té bao dé cho
phép sb lugng vira di cta protein tai to hop dugc biéu hién va thoat ra khoi vao méi
truong sinh truong. Cac phuong phap nay khong tén nhiéu chi phi va thoi gian dé

phan tach va thu hoi protein tai t6 hop tir trong cac té bao.
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CAC PON LIEN QUAN

Pon sang ché nay bao ho lgi ich ctia don s6 60/640,510 ndp ngay 30/12/2004, va
don s 11/034,737 ndp ngay 13/01/2005, do d6 tai liéu va ndi dung ctia cac don nay dugc
tap hop & phin tham khao.

DANH SACH TRINH TU

Don séng ché nay bao gdm mot danh sach trinh tu duge in trén khd gidy va co thé
doc trén mdy vi tinh, do d6 tai liéu va ndi dung cua trinh tw nay dugc tip hop & phan tham
khao.

Linh vue ky thuat duoc daé cap

Mot khia canh cta sang ché dé cap dén sy thu hoi ctia mét protein biéu hién & khung
doc m& 2 (ORF2) cua virut gy ra hoi ching gay com sau thoi ky dat sita loai 2 & lon virut
gay ra hoi chung géy com sau thoi ky dut sira loai 2 ¢ lon(PCV2). Cu thé hon, protein nay
1a mdt protein tai t0 hop dugc biéu hién b:?mg mot virut chuyén nhiéra chira cac trinh tu ma
hod tai to hop cho virut giy ra hdi chimg gly com sau thoi ky dut sita loai 2 & lon, khung
doc m& 2. Cu thé hon, virut chuyén nhidm nay gy nhiém céc té bio trong méi trudng sinh
truong va protein biéu hién & khung doc mé 2 dugc thu hoi trong dich ndi, hon 14 tir bén
trong cla cac té bao. Cu thé hon nira, ph}rong phap niy bao gdm cac bude sao chép qua
murc gen cia khung doc mé 2 tir virut gay ra hoi chimg giy com sau thoi ky dut sita loai 2
& lon, cdy phan sao chép qua mirc ndy vao mot vat truyén dau tién, cét bé phéan khung doc
mo 2 tur vat truyén dau tién va céy noé vao mot vat truyén van chuyén, déng chuyén nhiém
vat truyén vin chuyén véi mot vat truyén virut vao céc té bao trong méi treong sinh trudng,
lam cho c4c té bio bi nhiém béi vét truyén virut va do d6 biéu hién khung doc mé 2, va thu
héi protein tai t6 hop duge ma héa béi khung doc mé 2 trong dich ndi.

O mét khia canh khéc, sang ché dé cap dén mot ché phém tao mién dich c6 tac dung

~dem lai mot phan ing mién dich v6i PCV2, va céc phuong phap didu ché cac ché phim tao

mién dich ndy. Cu thé hon, sang ché deé cip dén mot ché pham mién dich c6 tic dung tao
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ra mot phan tng mién dich bao vé dong vat dung ché phim va giam, hodc 1am gidm sy trim
trong cda cac triéu chiing 1am sang li€n quan dén nhiém PCV2. Cu thé hon, sang ché dé
cap dén mot ché pham mibn dich dugc didu ché tir protein c6 tac dung bao vé khoi bi nhiém
PCV?2. Cu thé hon, sang ché dé cap dén mot ché phém mién dich bao gém ORF2 ciaPCV2,
~ trong d6 &p dung cac két qua cua PCV2-ORF2 trong viéc bao vé khoi bi nhiém PCV2. Cu
thé nhét, sang ché dé cap dén mot ché phém mién dich cé tac dung mién dich d6i véi lon
ding ché pham mién dich, va trong d6 ché phim bao gdm protein dwgc biéu hién bsi ORF2

cia PCV2.
Tinh trang k¥ thuit ctia sang ché

Virut gy ra hoi chiing gdy com sau thei ky dut sita loai 2 & lon (PCV2) 1a mot virut
dang ADN khong c6 thanh té bao, nho (duwong kinh 17-22 nm), ¢6 hai muwoi mit, chira mot
b6 gen dang vong soi don. PCV2 chiém x4p xi 80% ddng nhét trinh tu v6i virut gay ra hoi
chimg gy com sau thoi ky dit sita loai 1 & lgn (PCV1). Tuy nhién, trai v6i PCVI, thudng
la khong doc hai, lgn bi nhiém PCV?2 thuong c6 mot hoi thudng duoc goi 1a hdi chirng géy

“com sau thoi ky dit sita (PMWS). PMWS duge thé hién 1am sang qua su gly com, su tai
di cua da, thé trang coi coc, kho tha, tiéu chay, ching vang da, va bénh vang da. Trong mot
vai con lon bi nhi®m bénh, ¢6 thé co tat ;:é cac triéu ching trén trong khi nhitng con lon
khéc chi c6 mot hodc hai triéu chiing niy. Trong khi md dé kham nghiérﬁ, cling thiy xuit
hién nhitng t6n thuong vi md va vi mo trén cic md va cac co quan khéc nhau, cac co quan
bach huyét 12 noi xuét hién nhiéu tn thwong nhat. C6 thé thay mét su twong quan chit ché
gitta luong axit nucleic PCV2 hodc khang thé véi mic d6 trdm trong cua ton thwong bach
huyét vi md. Ty 1 tir vong & lon bi nhidm PCV2 c6 thé 1én dén 80%. Ngoai PMWS, PCV2
cung voi mdt vai bénh lay nhiém khéc bao gém bénh gia dai, hdi chiing sinh san va ho hép
& lon (PRRS), bénh Glasser, bénh viém mang nio do khuén cu trinh tu gay ra, bénh do vi

‘khuén Salmonella gay ra, bénh do tryc khuan coli gay ra sau khi cai sita, bénh sa gan do
ché d6 dinh dudng giy ra, va bénh viém c'uéng phdi dang mung mu.

Protein mi héa bsi khung doc mé 2 (ORF2) ctia PCV2, ¢6 phan tir lwong x4p xi 30
kDa khi chay trén chét gel SDS-PAGE, truéc day duoc ding 1am mot thanh phin khang
thé trong vicxin cho PCV2. Céc phuong phap dic trung dé thu dwoc ORF2 dé sur dung
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trong c4c vicxin nay thudng bao gdm viéc sao chép qua mitc ADN ciia PCV2 ma héa cho
ORF2, chuyén nhiém vat truyén virut véi ADN cua ORF2, gay nhiém cac t& bao véi vat
truyén virut chita ADN ctia ORF2, cho virut biéu hién protein ORF?2 trong té bao, va chiét
tach protein ORF2 ra khoi té bao qua viéc phan giai t€ bao. Cac quy trinh nay thuong tién
hanh trong khoang 04 ngay sau khi cac t€ bao bi nhiém bénh qua vat truyén virut. Tuy
nhién, céc quy trinh nay cé nhuge didm 1a viéc chibt tach protein ra khoi t& bao vira ton
kém vira mét thoi gian. Ngoai ra, lrong ORF2 thu hdi tir céc té bao 1a khong nhiéu; do dé,
cAn mot luong 16n t€ bao bi gay nhiém bdi mot lugng 16n cac vat truyén virut dé thu dugc

luong protein tai td hop vira di dé ding lam vacxin va cac thudc tuong tu.

Céc cach giai quyét hién nay nhim tao mién dich d6i véi PCV2 bao gdm céc vécxin
“duge didu ché tr ADN, nhu cac vacxin dugc mo ta trong tai liéu sang chés6 U.S. 6,703,023.
Tuy nhién, cac vicxin nay khéng c6 tic dl_mg tao ra mién dich @61 v6i bénh nhiém PCV2
va cac dau hiéu 14m sang di kém.
Do d9, trong linh vuc nay c¢6 nhu cAu cn tao ra phuong phéap dé thu dugc protein
ORF2, ma khong can chiét tach protein ORF2 ra khoi céc té bao nhiém bénh. Con c6 nhu
cau nita 13 tao ra cac phuong phéap dé thu duge protein ORF2 téi t6 hop vdi luong da dé
diéu ché cac ché pham vécxin hitu higu. Con ¢6 nhu cdu nita 13 tao ra cac phwong phap dé
thu duoc protein ORF2 ma khong cAn cac phurong phép phtc tap va tén nhidu cong sirc nhur
cach thirc chiét tich protein ORF2 ra khoi té bao hién nay. Cubi cing, lién quan dén cac
_ ché phém, trong linh vyc nay cAn tao ra ché phém tao mién dich c6 tac dung mién dich dbi
v&i bénh nhidm PCV2 va lam giam su trAm trong cua hodc ngdn chédn cac du hiéu 1am
sang di kem. |

Ban chét k§ thuit cia sang ché

Sang ché nay nhim khéc phuc cac van @& vén co6 trong tinh trang k¥ thuat da biét
néu trén va tao ra mot budc tién r6 rang trong linh vuc k¥ thuét nay. Cu thé 13, theo mot
khia canh, sang ché d& cap dén cic phuong phap cai tién nhdm didu ché va/hodc thu hoi
protein ORF2 tai td hop ctia PCV2, 1) bﬁng céch cho céc té bao d& bj tdn thuong bi nhiém
v6i mot vat truyén virut tai t6 hop chita céc trinh tw md ADN ORF2 ciia PCV2, trong d6
protein ORF2 duogc thé hién boi vat truyén virut tai td hop, va ii) sau do thu hdi ORF2 trong
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dich ndi. Tac gia sang ché phét hién ra ré“mg ORF2 duoc gidi phong trong dich nbi v6i luong
16n néu viée lay nhi3m c4c t& bao va viéc i bénh sau d6 clia céc té bao bi lay nhiém dugc
tién hanh tang tién hon quy trinh thu hdi ORF2 ctia PCV2, ma chiét tich ORF2 ctia PCV2
tir bén trong cac té bio. Tac gia sang ché con bat ngd phat hién ra rang protein ORF2 cla
PCV2 c6 kha ning chdng lai su thoai hod kidu gbc bén ngoai cac té bao diu ché. Hai phat
hién nay cung cho phép thu hdi protein ORF2 ctia PCV2 v6i lugng 16n tir dich nbi ctia moi
| treong nudi cdy té bao bi nhiém c4c vat truyén virut tai tb hgp chita ADN ORF2 ctia PCV2
va bidu hién protein ORF2 ctia PCV2. M{t luong 16n protein ORF2 cua PCV2 ¢6 nghia la
khoang hon 20 pg/mL dich nbi, t6t hon 1 khoang hon 25 pg/mL, tét hon nita 1a khoang 30
ng/mL, tham chi t6t hon 13 khoang 40 pug/mL, thAm chi t5t hon nita 12 khoang 50 pug/mL,
tham chi tét hon nita 12 khoang 60 pg/mL, thim chi t5t hon nita 13 khoang 80 ug/mL, thAm
chi t6t hon nita 13 khoang 100 pg/mL, thim chi t6t hon nita 1a khoang 150 pg/mL, tt nhat
1a khoang hon 190 pg/mL. Céc ty 1¢ biéu hién ndy ciing ¢ thé dat dugc, vi du nhu bang

cac phuong phap duge mo ta trong cac Viduy tir 1 dén 3.
M@ ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 1a mot biéu dd dong so @6 hinh thanh baculovirut tai t6 hop ctia ORF2 cua
PCV2;va

Fig. 2a va Fig. 2b 1 bidu dd dong so db lam thé nio dé didu ché mot ché phim theo
sang ché. |
M ta chi tiét sang ché

Méi trudng cdy té bao duoc ua ding c6 luong t& bao nam trong khoang 0,3 — 2,0 x
106 t& bao/mL, t5t hon 13 nim trong khoang tir 0,35 — 1,9 x 109 té bao/mL, t6t hon nita 1a
ndm trong khoang tir 0,4 — 1,8 x 10° t€ bao/mL, thim chi t6t hon nita 14 nim trong khoang
tir 0,45 — 1,7 x 106 t& bao/mL, va t6t nhit 12 nim trong khoang tir 0,5 — 1,5 x 10° t& bao/mL.

Céc té bao duge ua dung c6 thé duge xac dinh boi cdc chuyén gia trong linh vuc nay. Céac

té bao duoc ua dung 1a cac t& bao d& bi ton thuong v6i mot vat truyén virut tai t6 hop thich
hop, chira mét ADN ORF2 ctia PCV2 va biéu hién protein ORF2 PCV2, Tét hon 13, cac té

bao nay la cic té bao con trung, va tot hon nita, cdc t€ bao bao gdm cac té bao con tring
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duge ban du6i nhin hiéu té bao con tring Sf+ (Protein Sciences Corporation, Meriden,

CT).

Moi trudng sinh truéng thich hop cling c6 thé dugc xac dinh béi cac chuyén gia sdng
ché v&i mot mdi trudng sinh trudng va dung 1a méi truong t€ bao con trung khong c6 huyét
thanh nhu Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS) va cidc mdi trudng cung loai.
Céc vat truyén virut hay ding bao gdm baculovirut nhur BaculoGold (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA), dic biét néu cac té bao didu ché 1a cac t& bao con trung. Mic
du hé théng biéu hién baculovirut duge wu tién dung, nhung cic chuyén gia sing ché hiéu
rang cac hé théng biéu hién khac van duge dung cho cac muc dich cua sang ché, cu thé 1a
su biéu hién ORF2 ctia PCV2 ra bén ngoai cia moi trudng té bao. Cac hé théng biu hién
khéc nhu vy c6 thé cAn phai sir dung mot trinh tw ddu hiéu dé biéu hién ORF2 vao méi

“truong. Tac gid sang ché bét ngd nhén ra rang khi ORF2 duogc tao ra bdi mot hé thdng biéu
hién baculovirut, thi khong cin bit ky mot trinh tu déu hiéu nao hodc mot sy bién doi thém
nio dé thé hién ORF2 vao moi trudng. Tac gia sang ché tin rang protein nay cé thé doc lap
tao ra cac phan tir virut (Journal of General Virology Vol. 81, tir trang 2281-2287 (2000)
v thoat ra ngoai méi trudng. VAt truyén virut téi to hop chira céc trinh tw ADN ORF2 cua
PCV2 ¢6 bdi nhiém (MOI) uvu tién ndm trong khoang tir 0,03 — 1,5, t6t hon 1 ndm trong
khoang tir 0,05 — 1,3, t5t hon nita 12 nim trong khoang tir 0,09 — 1,1, va t6t nhét 12 ndm
trong khoang tir 0,1 — 1,0, khi ding dé gy nhiém céc t€ bao dé bi ton thuong. Té6t hon 14
cac MOI d& cap & trén ¢6 thé hidu 1a 01 mL chét luu méi truong té bao. Tét hon 13, phuong
phap mé t& & day bao gdm viéc gdy nhiém 0,35 — 1,9 x 10° t& bao/mL, t6t hon 1a khoang tir

0,4 — 1,8 x 10° t& bao/mL, tham chi tét hon 13 khoang 0,45 — 1,7 x 105 té bao/mL, va t6t
nhét 1a khoang 0,5 — 1,5 x 106 t& bao/mL v6i mot vat truyén virut tai td hop chira mot ADN
ORF2 cia PCV2 va biéu hién protein ORF2 ctia PCV2 c6 mot MOI (bdi nhim) nim trong
khoang tu 0,03 — 1,5, t6t hon 12 nim trong khoang tur 0,05 — 1,3, t5t hon nita 12 ndm trong

khoang tir 0,09 — 1,1, va t6t nhét 1a nim trong khoang tir 0,1 — 1,0.

Céc t& bao bi nhiém bénh sau d6 duge 0 trong mot thoi gian tdi da 1a 10 ngay, tot
hon 14 ndm trong khoang tir 2 - 10 ngay, t6t hon nita 13 ndm trong khoang tir 4 - 9 ngay, va
t6t nhét 13 ndm trong khoang tir 5 - 8 ngay. Piéu kién 0 wa ding bao gdm nhiét d6 nim

trong khoang tir 22 - 32°C, t6t hon 13 nam trong khoang tir 24 - 30°C, t6t hon nita 13 ndm
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trong khoang tir 25 - 29°C, thdm chi t5t hon 12 nam trong khoang tlr 26 - 28°C, va t6t nhat
I3 khoang 27°C. Tét hon 13, t& bao Sf+ dwoc quan sat sau khi ghép dé c6 nhimg thay doi
dic trung do baculovirut dem lai. Viéc quan sat nay c6 thé bao gdm viée kiém tra xu hudng
mat do t& bao va kiém tra su giam kha ning sbng sot trong giai doan sau khi nhiém bénh.
Tac gia sang ché thdy ring d6 chuén virut tdi da duoc quan sat tir 3 - 5 ngay sau khi nhiém
bénh va su phong thich ORF2 t6i da tir cac té bao ra bén ngoai dat dugc trong khoang tir

ngay thir 5 &n ngay thir 8, va/hodc khi kha nang sdng s6t clia té bio gidm xubng dudi 10%.

Vi vay, mdt khia canh cua sang ché dua ra mot phuong phép cai tién dé didu ché
va/hodc thu hdi protein ORF2 téi td hop ctia PCV2, t6t hon 12 v6i mot lugng md ta 6 trén,
bing cach i) gay nhiém mot s6 t& bao d& bi ton thwong (xem & trén) trong khi cAy v&i mot
vat truyén virut tai td hop v6i MOI xac dinh & trén, ii) biéu hién protein ORF2 cua PCV2
biing vat truyén virut tai t hop, v iii) sau d6 thu hdi ORF2 ctia PCV?2 trong dich ndi té bao
thu dugc trong khoang tir ngay thir 5 dén ngay th 8 sau khi nhiém bénh va/hodc kha ning
sdng sét ciia t& bao giam xudng dudi 10%. Tt hon 13, vat truyén virut tai t6 hop 1a mot
baculovirut tai to hop chira céc trinh ty md ADN ORF2 cua PCV2 va cac t& bao 1a céc té
bao Sf+. Ngodi ra, tot hon 1a viéc cAy vi khudn dugc kiém tra dinh ky dé c6 nhitng bang
chtng nhiém bénh vi md va vi md hodc dé c6 nhitng thay d6i @6t bién trong hinh thai hoc

ciiaté bao trong giai doan sau nhiém bénh. B4t ky mét viéc cay vi khuén ndo c6 bing ching
nhidm bénh nén duge loai bo. Tt hon 13, protein ORF2 tai t6 hop biéu hién di vao moi
trudng sinh trudng xung quanh nho cac t€ bao ma van gitt kha ning séng s6t cua té bao.

ORF2 sau d6 duoc thu lai & bén ngoai xung quanh t& bao hon 12 tir chinh c4c té bao.

Tt hon 13, qué trinh thu lai bt dAu véi viée phan chia cdc manh vun cia t€ bao tir

ORF2 thé hién trong mdi truong qua mot bude phan chia. Cac bude phan chia ra dung bao
gom loc, ly tAm véi tdc d6 tdi da khoang 20,000xg, ly tAm Iuu lugng lién tuc, phan chia
bing phép ghi sic sir dung trao d6i ion hoic loc gel, va cac phuong phép ai 1ué mién dich
thong thuong. Cac phuong phap dugc cac chuyén gia sing ché biét dén, vi du qua tai liéu
_(Harris va Angel (eds.), Cac phuong phap tinh ché protein — mét phwong phép gidi quyét
thue té, IRL press Oxford 1995). Cac phuong phap phén chia hay ding nhit bao gdm
phuong phap ly tam véi tdc @6 tdi da khoang 20,000xg va phwong phap loc. Cac phuong

phép loc hay dung bao gdm vi loc va loc luu Iugng tiép tuyén (hoic lwu lwong chéo) bao
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gdm vi loc loc soi rong. Trong s6 cac phuong phap nay, vi loc hay duoc dung. Kich thuge
16 hay dung cho phuong phap vi loc nam trong khoang tr 0,30 — 1,35 pm, t5t hon 14 nam
trong khoang tir 0,35 — 1,25um, t5t hon nita 14 ndm trong khoang tr 0,40 — 1,10pm, va tdt

“nhit 12 nim trong khoang tir 0,45 — 1,0pm. Téc gia sang ché tin rdng bt ky mot mang loc
thong thuong nao cling ding duoc cho cdc myc dich cua sing ché va mang polyetesulfon
thi hay dugc dung hon. Tt ca c4c axit nucleic khdi lwong thép dugc loai bo trong bude loc
nay.

Vi vay, mdt khia canh khac cua sang ché dua ra mot phwong phép cai tién nhim didu
ché va/hoic thu hdi protein ORF2 tai t6 hop cia PCV2, t6t hon 1a v6i mot lugng mo ta &
trén, bang cach i) gay nhiém mot s6 t& bao d& bi ton thuong (xem & trén) trong khi cdy v6i
mdt vat truyen virut t4i td hop v6i mot MOI xac dinh & trén, ii) biéu hién protein ORF2 cta
PCV2 bing Vit truyén virut t4i td hop, iii) thu hdi ORF2 ctia PCV2 trong dich ndi t& bao

“thu dugce trong khoang thoi gian tir ngay thir 5 dén ngay thtr 8 sau khi nhi€ém bénh va/hodc
kha ning song s6t clia té bao gidm xubng dudi 10%, va, iv) phan chia cdc manh vun cla té
bao tir ORF2 bidu hién ctia PCV2 qua bude phan chia. Tét hon 13, vat truyén virut ti t
hop 13 mot baculovirut chira cac trinh ty ma ADN clia ORF2 va cdc té bao 1a té bao SF+.
Céac budc phan chia hay dung 1a cac bude md ta ¢ trén. Hay dung nhét 12 phwong phép vi
loc st dung mdt mang c6 kich thude 16 ndm trong khoang tir 0,30 — 1,35um, t6t hon 1a nim
trong khoang tir 0,35 — 1,25um, t&t hon nita 12 nim trong khoang tir 0,40 — 1,10pm, va tot
nhAt 12 ndm trong khoang tir 0,45 — 1,0pum.

Pé thu hdi ORF2 ciia PCV2 ding trong ché pham tao mién dich hodc ché pham mién

dich nhu mdt vécxin, viéc ding budc 1am bit hoat duge wu tién dé lam bat hoat cua vat
truyén virut. “Ché phdm tao mién dich hogc ché phdm mién dich" c6 nghia 1a mot ché phim
vat chit chira it nhéat mé6t khang thé tao ra mot phan tmg mién dich trong vat chu cta té bao
va/hodc phan tmg mién dich trung gian khéang thé v6i ché phdm hodc vicxin dang quan
tAm. Thong thuong, "phan tmg mién dich" bao gdm nhung khong han ché véi mot hodc
nhidu tac dung sau: didu ché hodc 1am bat hoat khang thé, t& bao B, té bao T trg giﬁp, té
bao T trc ché, va/hodc t& bao T doc té bao va/hoic té bao T yd, néi riéng dén mot khang thé
hodc nhidu khang thé ¢6 trong cic ché phim hodc vicxin dang quan tam. Tét hon 13, vét

chi1 s& c6 phan tmg mién dich chita bénh hodc phong ngira do vay s& tang sirc & khang dbi
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v6i bénh nhiém méi va/hodce giam mirc trAm trong 14m sang cua bénh. Cach phong nglra
ndy s& duoc chimg minh bing viée gidm hogc khong c6 trigu ching thudng xuét hién & vat
cht bi nhifm bénh, thdi gian thu hdi nhanh hon vi/hodc dd chuén virut thip hon ¢ vit chi
bi nhiém bénh. Vi vay, sang ché ciing @& cap dén phuong phap didu ché va/hodc thu hdi
protein ORF? t4i td hop ciia PCV2, tt hon 12 véi mot lugng mé ta & trén, bang cach i) gy
“nhiém mot sb té bao d& bi ton thuong (xem & trén) trong khi cAy v6i mot vét truyén virut
t4i t& hop v6i mot MOI nhu xc dinh & trén, ii) biéu hién protein ORF2 ciia PCV2 bang
mot vt truyén virut tai t hop, iii) thu hdi ORF2 ciia PCV2 trong dich noi t€ bao thu dugc
_trong khoang thoi gian tir ngay thir 5 dén ngay thir 8 sau khi nhiém bénh va/hodc kha ning
sdng s6t cia té bio gidm xubng dudi 10%, iv) phan chia cac manh vyn clia té bao tir ORF2

bidu hién cia PCV2 qua mét bude phan chia, va v) 1am bét hoat vét truyén virut tai t0 hop.

Tét hon 13, viée 1am bt hoat duogc thuc hién trude hodc sau bude loc, sau bude loc

3 thosi gian hay duoc ding dé 1am bét hoat. Bat ky mot phuong phéap lam bat hoat thong
thudng nao ciing c¢6 thé duge dung cho cac muc dich clia sing ché. Vi vay, lam bét hoat 6
thé duoc thuc hién bang xir Iy hoa hoc va/hodc xu 1y vt 1y. O céc dang hay dung, khdi
lugng chét luu thu duoc dugc xac dinh va nhiét do nam trong khoang tir 32 - 42°C, tot hon
14 nim trong khoang tir 34 - 40°C, va t6t nhat 1a nam trong khoang tir 35 - 39°C. Céc phuong
phéap 1am bét hoat hay ding bao g0m viéc cho thém etylenimin nhi phan déng vong (BEI),
“t5t hon 12 v6i ndng d6 nim trong khoang tir 1 dén 20 mM, tét hon 12 nam trong khodng tir
2 dén 10 mM, t6t hon nira 1a ndm trong khoang tir 2 dén 8 mM, t6t hon nita 12 nim trong
khoang tur 3 dén 7 mM, t6t nhat 13 khoéng 5 mM. Vi dy, viéc 1am bét hoat bao gﬁ“)m viéce
thém vao mot dung dich 2-bromoetylenamin hydrobromit, t5t hon 1a khbéng 0,4M, duoc
doéng vong thanh 0,2M etylenimin nhi phan (BEI) trong 0,3N NaOH, véo chat lwu d tao ra
mdt ndng d6 cudi cing khoing SmM BEL. Tét hon 13, chét luu sau d6 duge khudy lién tuc
trong khoang tir 72 - 96 tiéng va chit luu thu duge bi 1am bét hoat 6 thé dugc wép lanh &
nhiét do -40°C hoac thép hon hodc nim trong khoang tir 1 - 7°C. Sau khi 1am bét hoat xong,
mot dung dich thiosulfat natri, t6t hon 13 véi néng d6 1,0M dugce cho thém vao dé trung
hoa bat ky mot BEI con lai ndo. T4t hon 13, thiosulfat natri duge thém vao véi mot luong
tuong dwong nhu so sanh v6i BEI duge thém vao trude khi lam bét hoat. Vi du, trong

truong hgp BEI duoc thém vao néng d6 cudi cung la SmM, 1,0M dung dich thiosulfat natri



44551 | 9/108

duoc thém vao dé tao ra ndng d6 tbi thiéu cudi cing 12 5 mM d8 trung hoa bt ky mot BEI

con lai nao.

Vi vay, mot khia canh khic cua sang ché d cap dén mot phuong phép didu ché
protein ORF2 téi t& hop ctia PCV2, t6t hon 13 v6i mot lugng md ta & trén, béng céch i) giy
nhidm mét sb cac té bao d& bi tén thuong (xem & trén) trong khi cAy v6i mot vat truyén
virut tai t6 hop véi mot MOI xac dinh & trén, 1i) biéu hién protein ORF2 ctia PCV2 béng
mot vat truyén virut tai t hop, iii) thu hdi ORF2 ciia PCV2 trong dich ndi t€ bao thu dugc
trong khoang tir ngay thir 5 dén ngay thir 8 sau khi nhi€m bénh va/hodc kha ning sdng st
cia té bao giam xubng dudi 10%, iv) phan chia cdc manh vun cla té bao tir ORF2 biéu hién
cua PCV2 qua bude phan chia, va v) lam bt hoat vt truyén virut tai to hop. Tét hon 13,
vat truyén Virut tai t6 hop 1a mot baculovirut chira céc trinh tw md ADN ORF2 va cac té
bao 12 t& bao SF+. Cac budce phén chia hay dung 1 cic budc md ta & trén, hay dung nhét 13
bude loc. Chc bude lam bét hoat hay ding 12 cic bude md ta & trén. Tot hon 13, viée lam
bét hoat duoc thuc hién & nhiét o ndm trong khoang tir 35 - 39°C va c6 tir 2 dén 8 mM
| BEL t6t hon nita 13 ¢6 khoang 5 mM BEI. Tac gia sang ché bét ngd nhan thiy ring ndng
dd BEI cao c6 anh hudng ti€u cuc dén protein ORF2 cua PCV2.

Theo mot khia canh khac ciia sang ché, phuong phap md ta & trén cling bao gdm
bude trung hoa sau bude v). Bude vi) nay bao gdm viéc thém vao mdt lugng twong duong
mot chit trung hoa chét 1am bt hoat trong dung dich. Tt hon 13, néu chit 1am bét hoat 12
BEL thi viéc cho thém thiosulfat natri vao mét luong twong dwong la cach hay duge dung.
Do viy, theo mdt khia canh khac, budc vi) bao g(‘?)m viéc thém mot dung dich thiosulfat
natri vao mdt ndng d6 cudi ciing nam trong khoang tir 1 dén 20 mM, tét hon 14 ndm trong
khoang tir 2 dén 10 mM, tét hon nira 13 nim trong khoang tir 2 dén 8 mM, tot hon nita 14
ndm trong khoang tir 3 dén 7 mM, t6t nhét 1a khoang 5 mM, khi chat lam bat hoat 1a BEL

0 dang hay dung va dic biét 12 & dang s& st dung protein ORF2 tai t6 hop cia PCV2
trong mot ché phém tao mién dich nhu mot vécxin, mbi mot lwong ORF2 thu dugce s& duge
thi nghiém dé 1am bét hoat bang cach chuyén qua neo phu thuc, baculovirut d& bi tén
thuong, té bao Sf+. O mot dang hay ding ctia thi nghiém nay, 150 cm? tang don cdy té bao

thich hop duoc ghép vé6i 1,0 mL chét luu PCV2 1am bt hoat va duge gift & nhiét dd nim
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B trong khoang tix 25 - 29°C trong 14 ngay voi it nhét 2 bude chuyén tiép. Cubi giai doan duy
tri, ting don cia t& bio duge kiém tra anh hudng gdy bénh & t€ bao (CPE) dic thi cia
baculovirut ORF2 ctia PCV2. T8t hon 13, ¢6 thé dung phuong phap kiém soat virut tich cue.
Cac phuong phap kiém so4t ndy c6 thé bao gdm viéc ciy té bao Sf+ duge ghép véi mot
baculovirut ORF2 ctia PCV2 khong l1am bit hoat va mot binh té bao Sf+ chua dugc ghép.
Sau khi ghép va chuyén tiép, viéc khong c6 cac t€ bao bi nhiém virut trong BEI xtr ly chat
luu virut s& tao nén mot thi nghiém lam bt hoat thanh cong. Cac té bao kiém soat duoc
ghép vai virut lién quan s€ tad ra dic trung CPE cta baculovirut ORF2 ctia PCV2 va binh
khong ghép s& khong tao ra bét ky mét bang chitng CPE baculovirut ORF2 cta PCV2 nao.
Thay vao d6, cudi giai doan duy tri, cac mAu ndi trén bé mit s& duge thu thip va ghép trén

| bang 96 Sf+ chét déy té bao Sf+, va sau d6 gitt & nhiét dd nam trong khoang tir 25 - 29°C
trong 5 - 6 ngdy. Bang nay sau d6 dugc ¢b dinh va bi nhi®m chat khéng thé ORF2 khang
PCV2 két hop v6i FITC. Viée khong c6 CPE va bidu hién ORF2, duoc thiy béi kinh hién
vi IFA, trong BEI xtr ly chit lwu virut tao nén mot thi nghiém lam bét hoat thoa man. Cac
té bao kiém soat dugc ghép véi virut lién quan sé& tao ra CPE va phai dung IFA va binh
khong ghép s€ khong tao ra bét ky mot bang chimg nao ciia CPE baculovirut ORF2 ctia
PCV2 va khéng cin ding dén IFA.

Vi viy, mot khia canh khéc cla siang ché d8 cap dén mot thi nghiém lam bét hoat dé

x4c dinh anh hudng cua viée lam bt hoat ctia vat truyén virut tai to hop, bao gém cac bude:
1) cho tiép xuc it nhit mot phan cua chit luu cdy chira vét truyén virut tai t6 hop véi mot
chét 1am bAt hoat, t6t hon 12 nhu duwoc mo ta & trén, ii) cho thém mot chét trung hoa dé trung
hoa chit 1am bét hoat, t&t hon 1a nhu dugc md ta & trén, va iii) xac dinh tinh 13y nhiém con

lai bang c4c thi nghiém nhu mé ta & trén.

Sau khi 1am bét hoat, lwong protein ORF2 tai t6 hop cia PCV2 twong d6i trong miu
c6 thé duge x4c dinh bing nhiéu cach. Cac phuong phap dinh lwong hay dung bao gdm
phwong phap do ty trong SDS-PAGE, ELISA, va cic nghién ctru tiém chung trén dong vat
twong quan sb luong vécxin véi két qua 1am sang (huyét thanh hoc, v.v..). Khi dung SDS-
PAGE d dinh luong, vt lidu mAu chira mét lvgng protein ORF2 khong x4c dinh ciia PCV2
chay trén gel, cling v6i cac miu chira cac lugng protein ORF2 cu thé khac nhau ctia PCV?2.

"Puodng cong ticu chuin sau d6 c6 thé dwoc tao ra dua trén nhitng mau cu thé va luong ORF2

10



44551 11/108

t4i t6 hop ctia PCV2 trong mau khong x4c dinh ¢6 thé duoc xé4c dinh bang cach so sanh vé6i
duong cong tiéu chuén. Béi vi ELISA thuong duge xem nhu ti€u chuén céng nghiép dé

dinh lugng khang thé, nén ching hay dugc dung dé dinh luong.

Vi viy, theo mot khia canh khac, sang ché ciing dé cap dén mot ELISA dé dinh

lugng protein ORF2 tai t6 hop ctia PCV2. Mot ELISA mong mudn nhu mo ta & day s& tao
‘ra kém theo v6i pha lodng khang thé thu duoc véi ty 16 1:6000 hoac pha lodng trong dung
dich dém phu. Mot khang thé mong mubn thu dugc 12 Pab Prot. G khang PCV2 & lon duge
tinh ché, va dung dich dém phu hay dung 14 0,05M dung dich dém Carbona’t, dung dich nay
c6 thé duge didu ché bang cich két hop 2,93g NaHCO;3 (Sigma Cat. S8.S-6014, hoic twong
duong) véi 1,59g NaCO; (Sigma Cat. S6. S-6139, hodc twong dwong). Hon hop dugce két
hop v6i nude chung ct, hoic twong duong, dé tao ra 1 1it  mirc pH 12 9,6 + 0,1. Tiép theo,
khang thé thu dugc dugce pha lodng véi ty 1€ 1:6000, hodc bét ky mot ty 1& pha lodng thich
hqp ndo khac, trong dung dich dém phu. Vi du, véi 4 bang, 1 bang s& cin 42 mL dung dich
dém pht va 7uL khang thé thu duge. St dung phuong phép 6ng hit tu dong quay, 100 pL
khang thé thu dugc pha lodng dugc thém vao tAt ca cac bé chira. D& ¢ thé phu déu, cic
‘mit cia bang nén duge gd nhe. Cac bang nay sau d6 dugc dong dAu, trude khi xép bang va
day bing mot bang 96 rdng. Céc bang ndy duge i qua dém (tir 14-24 tiéng) & nhiét do nam
trong khoang tir 35-39°C. Mdi mot bang sau d6 dugc rira 3 l4n v6i dung dich dém ria st
dung may rira bang do chuin vi mé duoc dit & ché d6 250pL/1 14n rta v6i 3 1an ria va
khéng ¢6 thoi gian ngdm. Sau 14n rtra cudi cung, bang s& dugc thdo 1ong trén mot khan
gidy. Lan nita, dung k§ thuét 6ng hut tw dong quay, 250pL dung dich chén s& dugc thém
vao tat ca cac bé chira. Bang thi nghiém s& dugc dong diu va u trong khoang 1 gid (£ 5
phﬁt) & nhiét d6 nim trong khoang 35-37°C. Tét hon 13, bang s& khong duge xép chdng sau
buGce nay. Trong bude chin, tAt ca céc mAu thi nghiém s& duoc 1iy ra va duge 1am tan &
nhiét o phong. Tiép theo, 4 bang pha lodng riéng biét s& duoc chuén bi bang cach thém
200 pL dung dich pha lodng vao tht ca cac bé chira con lai trir bé chira & hang A va hang
H, cot tur 1-3. Tiép theo, 6 6ng thi nghiém s& duoc dén nhan nhu sau, d(f). chuin thép, do
chuAn trung binh, d chuin cao, 1am bt hoat/loc (1:240), lam bét hoat/loc (1:480), va kiém
tra bén trong. Trong céac 6ng duoc dit tén, viéc pha lodng vi ty 1€ thich hop s& duoc chuén

bi cho céc mAu thi nghiép tiép theo. Cac mau thi nghiém duoc lam tan s& duge xody nude

11
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trude khi st dung. V6i 4 bang, cach pha loang sau s& duge dung: A) do chuin thip s& khong
“duoc pha lodng trude : 3,0mL do chun thép; B) chét kiém soat 4m v6i ty 1€ pha lodng 1:30
(t& bao SF+) : 3,77mL chét pha lodng + 130pL chit kidm so4t 4m; C) do chuan trung binh
véi ty 18 pha lodng 1:30 (8pug/mL) : 3,77mL chét pha logng + 130pL do chuén trung binh;
D) do chuan cao véi ty 1& pha lodng 1:90 (16pg/mL): 2,967mL chét pha lodng + 33uL do
chuén cao; E) 1am bat hoat/loc véi ty 1& pha lodng 1:240 : 2,39mL chét pha lodng + 10uL
mAu 1am bit hoat/mAu loc; F) lam bt hoat/loc véi ty 1€ pha loang 1:480 : 1,0mL chét pha
lodng + 1,0mL mau chuin bi khong hoat hod/loc (1:240) tir E & trén; G) kiém soat trong
v6i ty 1€ pha lodng 1:30 : 3,77mL chét pha logng + 130pL kiém soat trong. Tiép theo, thém
300uL mAu duoc chuin bi dé vao cac bé chira réng twong tng trong cac bang pha loang tir
bang 1 qua bang 4. Ong hit nhidu rinh sau d6 dugce dat & mic 100uL, va dung lugng &
“hang A duoc ¢ dinh bang 6ng hut 1én va xudng it nhét 5 14n va sau d6 100pL dugce chuyén
sang hang B st dung k¥ thuét 6ng hut ty dong quay. Déu mut s& dugc thay dbi va cach 1am
gidng nhu nay dugc dua xubng bang & hang G. Cdc miu thi nghiém trong cac bang pha
loding ndy d4 sin sang d8 chuyén xudng cic bang thi nghiém khi bang thi nghiém dugc rira
3 14n v6i dung dich dém rira sit dung may rira bang c6 do chuin vi md (dwoc dit & ché do
250uL/1 14n rira, 3 14n rira, khong c6 thoi gian ngédm). Sau 14n rira cudi cling, bang s& dugc
8 r40 nude trén mot khin gidy. Tiép theo, dung lugng cla bang pha lodng dugc chuyén
sang bang thi nghiém s dung thao tac chuyén don gian. Cu thé hon, bit dau o hang H,
100pL/bé chira dliqc chuyén tir bang pha lodng sang bé chira twvong g ctia bang thi nghiém
stt dung k¥ thuat éng hut tw dong quay. Sau mdi mot 1an chuyén, diu 6ng hut s& dugc thay.
“Tir hang G, 100pL/bé chira trong bang pha lodng duoc chuyén sang cac bé chira tuong ing
cta bang thi nghiém st dung k¥ thuét 6ng hit tw dong quay. Céach cai dat dﬁu dng hut theo
kiu nay c6 thé dwgc st dung cho cac 1An chuyén sau. P& dam bao dung dich ddng nhit dé
chuyén, dung dich s& duge hit 1én va hut xudng it nhit 3 1an trude khi chuyén. Tiép theo,
bang thi nghiém dwugc niém phong va U trong khoang 1,0 giv + 5 phut ¢ nhi€t d 37°C +
2,0°C. LAn nita, t6t hon 12 khong xép bang. Bang sau d6 dugc rira 3 14n v6i dung dich dém
rira st dung méy rira bang c6 do chuén vi md (d3t & ché d6 250puL/1 1an rira, 3 lan rira, va
khong c6 thoi gian ngam). Sau 13n rira cudi ciing, cac bang duge dé rdo nude trén mot khin

gidy. Str dung k¥ thuét dng hut tw dong quay, 100pL khang thé tim duoc dugc pha lodng
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v6i ty 18 1:300, hoic ty 1& pha lodng thich hop dang dung, trong dung dich pha loang dugc
thém vao t4t ca cdc bé chira clia bang thi nghiém. Vi du, v6i 4 bang, mot bang s& can 42mL
dung dich pha lodng v6i 140puL khang thé thu duge. Céc bang thi nghiém sau d6 dugc niém
phong va dugc U trong 1,0 gio + 5 phut ¢ nhiét @6 37°C + 2,0°C. LAn nita, cac bang dugc
rira 3 14n v6i dung dich dém rira sir dung mady rira bang c6 do chuin vi mé (dat & ché do
250pL/1 14n rira, 3 1an rira, va khong c6 thoi gian ngdm). Sau 1an rira éuéi cung, cac bang
duge dé rao nudc trén mot khin gidy. Tiép theo, cht pha lodng két hop dugce chudn bj bing
“céch thém 1% huyét thanh thé binh thudng vao chét pha lodng. Vi duy, v6i 4 bang, 420pL
huyét thanh tho binh thuong duogc thém vao 42mL chét pha loing. Khang thé két hop duge
pha lodng véi ty 1¢ 1:10.000, hodc bat ky mot ty 1& pha lodng thich hop nao khéc, trong mot
dung dich pha lodng két hop méi duge diéu ché vao tht ca cac bé chira ciia bang thi nghiém.
Str dung k§ thuét 6ng hit tw dong quay, 100pL khang thé két hop pha lodng dugc thém vao
tht ca cac bé chira. Céc bang thi nghiém sau d6 dugc niém phong va i khoang 45 + 5 phut
& nhiét @ 37°C + 2,0°C. Tét hon 13, cac bang nay khong duge xép. Céc bang ndy sau d6
duoc rira 3 14n v6i dung dich dém rira st dung mdy rira bang c6 do chudn vi mé (dat & ché
d6 250pL/1 lan rira, 3 l4n rira, va khong c6 thoi gian ngdm). Sau 1an rira cudi clng, cac
bang nay dugc dé rao nudce trén mot khin gidy. Tiép theo, dung tich du cia Chét nén Peroxy
“hoa TMB (Thudc thir A) véi Dung dich Peroxy hoa B (Thudc thir B) dugc tron ngay trude
khi st dung. Lui_mg tron nay s€ thay‘déi phu thude vao ) lugng bang, nhung mdi bang s&
cAn 10mL/1 bang + 2mL. Vi vdy, v6i 4 bang, s& can 21mL Thudc thir A +21mL Thudc thi
B. St dung k¥ thuat dng hit ty ddng quay, 100pL chit nén duoc thém vao tit ca cic bang
thi nghiém. Céc bang ndy sau d6 duoc u ¢ nhiét do phong trong 15 phut + 15 gidy. Phan
ting dugc dimg bang cach thém 100pL dung dich IN HCl vao tat ca cac bé chira st dung |
k¥ thuét dng hut ty dong quay. Thiét bi doc bang ELISA sau d6 dugc vin xudng va phai

qua giai doan chin do4n va thi nghiém theo c4ch thong thudng.

Mt khia canh khac cua sang ché dé cap dén mot phwong phép tao ra mot vat truyén

virut ti t6 hop chira ADN ORF2 cita PCV2 va biéu hién protein ORF2 ciia PCV2 v6i 56

‘luong nhiéu, khi gy nhiém céc té bao da bi tdn thwong. T4c gia sang ché bt ngd nhén ra
rang vét chu trung gian virut tai t hop nhu dua ra & dy biéu hién véi s6 lwong nhiéu, nhu

x4c dinh & trén, cia ORF2 PCV2 sau khi giy nhidm céc té bao d& bi tdn thuong. Vi viy,
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sang ché ciing dé cép dén mot phwong phap cai tién d& didu ché va/hodc thu hdi protein
ORF2 cta PCV?2, t8t hon 13 gdm budc: tao ra mot vat truyén virut tai t6 hop chira ADN
ORF?2 ctia PCV2 va biéu hién protein ORF2 cia PCV2. Tét hon 13, vat truyén gidng virut
13 mot baculovirut tai td hop. Chi tiét ciia phuong phap tao ra vt truyén virut tai t6 hop
chita ADN ORF2 ctia PCV?2 va biéu hién protein ORF2 cua PCV2, nhur duara & day, duge
mo ta nhu sau: & dang hay dung, vat truyéh virut tai t6 hop chita ADN ORF2 ciia PCV2 va
biéu hién protein ORF2 cua PCV2 duogc st dung d8 gy nhiém céc t& bao dugc tao ra bing
cach chuyén nhiém mot vt truyén van chuyén c6 mot gen ORF2 duogc cAy vio vit truyén
virut. T8t hon 13, chi mot phﬁn cua vat truyén van chuyén duoc chuyén nhiém vao vat truyén
virut, chita ADN ORF2. Thuat ngit "chuyén nhiém vao vat truyén virut" c6 nghia 13, va
duoc dung nhu mat tur ddng nghia cho "tao ra" hodc "céy” mdt ADN di loai vao mot vat
truyén virut, vi du vao mot vét truyén baculovirut. Tét hon nhung khong nhét thiét, vat

truyén virut 12 mét baculovirut.

Vi vdy, theo mét khia canh khéc cua sing ché, vt truyén virut tai tb hop dugce tao
ra bang céch tai td hop mot vat truyén van chuyén chira ADN ORF2 cua PCV2 di loai véi
mot vat truyén virut, tot hon 12 mot baculovirut, thdm chi t6t hon 12 mot baculovirut khong
t4i tao tuyén tinh (nhw ADN Baculo Gold). “Vit truyén vén chuyén" c6 nghia 1a mot phan
tir ADN, gém it nhat mot géc tai tao, gen di loai, trong ORF2 ciia PCV2, va céc trinh ty
ADN cho phép céy gen di loai vao vét truyén virut. TSt hon 13, c4c trinh tw cho phép cay
gen di loai vao vt truyén giéng virut & bén canh gen di loai. Tham chi tdt hon, cac trinh ty
bén canh nay it nhét 13 di loai mot phﬁn v0i céac trinh tu cia vat truyén virut. Tinh déng nhét
cta trinh ty sau d6 cho phép su tai td hop ca hai phan tir, vat truyén virut va vat truyén van
chuyén tao ra mot vat truyén virut tai tb hop chira gen di loai. Mot vat truyén vén chuyén
hay dung la vat truyén pVL1392 (BD Biosciences Pharmingen), dugc tao ra @& cung chuyén
nhiém v4i ADN BaculoGold vao dong té bao Sf+ hay dung. Tt hon 13, vt truyén van
chuyén néu trén bao gdm mét ADN ORF?2 ciia PCV2. Cdu triic chuyén nhiém c6 chicu dai

xép xi 10,387 cédp bazo.

O dang hay dung hon, cic phuong phap theo sang ché s& bt dau véi viée tich ADN
ORF2 ciia PCV2. Néi chung, viée tach nay c6 thé bit dau tir mot dong quen thudc hoic la
nhu ADN ORF2 c6 it nhét khoang 95% ddng nhét trinh tu giita cdc cach tach khac nhau.
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Bt ky mot gen ORF2 ctia PCV2 nao duge biét dén trong linh vuc cling c6 thé duge sir
dung cho nhitng muc dich cua sang ché bai vi mdi mot gen s& duge biéu hién trong dich
ndi. Tét hon 13, ADN ORF2 cua PCV2 dugc sao chép qua mire béng cach st dung phuong
phap PCR, thdm chi tdt hon véi viée dua vao trinh ty lién Ung cua Kozak gﬁn 5
(CCGCCAUG) (SEQ ID NO 1) va/hogc vi tri EcoR1 gin 3° (GAATTC) (SEQ ID NO 2).
Tét hon 13, viée dua lién tng Kozak 5’ vao s& loai bé cddon khoi dong AUG cua ORF2
PCV2. Tét hon 13, vi tri EcoR 1 3 dugc dwa vao xubi dong cddon két thic cia ORF2 PCV?2.
Tét hon nita, vi tri nay dugc dua vao xudi dong cia trinh ty két thuc sao chép poly A, vi tri
nay nim xudi dong cua cddon két thiic ORF2 PCV2. Téc gia sang ché nh4n ra rang viée st
'Vdung trinh tu lién ung Kozak, dac biét nhu m6 ta & trén, lam tang mirc biéu hién cua protein
ORF2 PCV?2 tiép theo. ADN ORF?2 sao chép qua mirc ciia PCV2, v6i céc trinh tur bd sung
nay, duoc ciy vao mot vat truyén. Vat trﬁyén hay dung cho buédc ciy dong ban dau 13 vt
truyén pGEM-T-Easy (Promega, Madison, WI). Tt hon 13, ADN ORF2 ciia PCV2 bao
gOm mot vai trinh tw vét truyén pGEM (SEQ ID NO: 7) dugc cét bo tir vét truyén & vi tri

gi6i han Notl. ADN thu duoc sau d6 duge cdy vao vat truyén van chuyén.

Do vy, trong mdt khia canh cua sang ché, phwong phép tao ra mot vat truyén virut
tai t6 hop chira ADN ORF2 cia PCV2 dugc d& xuit. Phuong phap nay bao gdém nhing
bude: i) cdy dong ORF2 PCV2 tai td hop vao mot vat truyén vén chuyén; va ii) chuyén
nhiém mét phan ctia vat truyén van chuyén chira ORF2 PCV?2 tai t6 hop vao mot vt truyén

| virut, dé tao ra vat truyén virut tai to hop. Tt hon 13, vat truyén van chuyén la vat truyén
md ta & trén hodc dugc tao ra nhu md ta ¢ trén hodc duogc thé hién 1am vi du trong Fig. 1.
Vi vay, theo mdt khia canh khac, vat truyén van chuyén duogc st dung dé tao ra vat truyén

virut tai t6 hop nhu mo ta & day, chira trinh tw SEQ ID NO: 7.

Theo mot khia canh khac, phuong phap nay con bao gdm bude sau trude budce i):
sao chép qua mirc ADN ORF2 PVC2 trong 6ng nghiém, trong d6 céc trinh ty bén canh cua
ADN ORF2 PCV?2 dugc thay dbi nhu mé ta & trén. Phuong phép trong 6ng nghiém dé sao
chép qua micc ADN ORF2 PCV2 va bién dbi c4c trinh tw bén canh, cy trong dng nghiém
ADN ORF2 PCV2 dugc sao chép qua muc vao mot vat truyén van chuyén va vat truyén
van chuyén thich hop nhu duge md ta & trén, duge thé hién 1am vi du & Fig. 1, ho#c dugc

cac chuyén gia sang ché biét. Do vy, theo mot khia canh khéc, sang ché & cap dén mot
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phuong phép dé tao ra mot vét truy@n virut tai t6 hgp chita ADN ORF2 PCV2 va biéu hién
protein ORF2 PCV2 gdm cac budc: i) sao chép qua mirc ADN ORF2 PCV2 trong éng
nghiém, trong d6 cAc trinh tw bén canh cia ADN ORF2 PCV2 dugc thay b1, ii) cdy ADN
ORF2 PCV2 sao chép qua muc vao mot vat truyén van chuyén; va iii) dich chuyén vat
truyén van chuyén hodc mdt phﬁn ctia n6 chita ADN ORF2 PCV2 tai t6 hop vao mot vat
“truyén giéng virut & sinh ra vat truyén virut tai t hop. Tét hon 13, viée thay ddi céc trinh
tu bén canh cia ADN ORF2 PCV2 dugc fchuc hién nhu md ta & trén, vi du bﬁng cach dua

vao mdt trinh tur 5' Kozak va/hodc vi tri 'EcoR 1, tot hon 13 nhu duge mo ta & trén.

Theo mot khia canh khac, phuwong phap didu ché va/hoic thu hdi protein tii t6 hop
biéu hién bang khung doc m& 2 ctia PCV2 dugc dé xuét. Phuong phap nay thuong bao gom
cac budc: 1) céy mdot ORF2 cua PCV2 téi t6 hop vao mot vat truyén van chuyén; ii) chuyén
nhiém mot phﬁn cua vat truyén van chuyén chtta ORF2 tai t6 hop ciia PCV2 vao mét virut;
iii) gy nhiém céc té bao trong mdi trudng véi virut chuyén nhiém; iv) 1am cho virut chuyén
nhidm bidu hién protein tai tb hop tir ORF2 cia PCV2; v) phén tach cac té bao tir dich ndi;
va vi) thu hdi protein ORF2 biéu hién ciia PCV2 tir dich ndi.

Céc phuong phép 1am thé nao dé cy mot ADN ORF2 t4i t6 hop cia PCV2 vao mét
vat truyén van chuyén duge md td & trén. Tét hon 1, vat truyén véan chuyén chira trinh tu
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7. Tuy nhién, vét truyén van chuyén c6 thé
chita bt k mot ADN ORF2 ciia PCV2 nio, chua bién dbi hodc da bién doi, mién Ia ADN
ORF2 cua PCV2, khi chuyén nhiém vao vt truyén virut tai to hop, duge biéu hién trong
khi cdy té bao. TSt hon 13, vét truyén virut téi to hop chira trinh tw SEQ ID NO: 8. Ngoai
ra, phuong phép lam thé nao dé gay nhidm té bao, t6t hon 13 1am thé nao dé gy nhiém té
bao con tring v&i mot sd baculovirut tai td hop xéac dinh chita ADN ORF2 ctia PCV2 va
biéu hién protein ORF2 cua PCV2 dugc md ta chi tiét & trén. Ngoai ra, cac budc phan tach

-t bao tir bén ngoai ciing nhu cac bude @8 thu hdi protein ORF2 biéu hién ctia PCV2 ciing
duge mo ta chi tiét & trén. Bat ky budce nao trong sd cac budce cta qué trinh cu thé nay, nhu
duge mo ta & day, 1a mot phan ctia phuong phap diéu ché va/hodic thu hdi protein tai tb hop
bidu hién bing khung doc md 2 ciia PCV2 nhw md ta & trén. T4t hon 3, cac t& bao ndy 1a
cac t& bao SF+. T8t hon nta, viée ciy t& bao c6 tong sb t bao nam trong khoang tir 0,3 —

2,0 x 106 té bao/mL, t6t hon 1a ndm trong khoang tir 0,35 — 1,9 x 10° té bao/mL, tdt hon
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nita 1a ndm trong khoang tir 0,4 — 1,8 x 10° té bao/mL, tham chi tét hon 13 ndm trong khoang
40,45 — 1,7 x 106 t& bao/mL, va tét nhét 1a nim trong khoang ti 0,5 — 1,5 x 10° t€ bao/mL.
Tét hon 13, vat truyn virut tai t5 hop chira ADN ORF2 ctia PCV2 ¢6 tinh bdi nhiém (MOI)
hay dung nam trong khoang tir 0,03 - 15, tét hon 12 ndm trong khoéing tr 0,05- 1,3, t5t hon
nita 12 ndm trong khoang tir 0,09 — 1,1, tham chi t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,1 —
1,0, va tt nhét 12 khoang 0,5, khi dugc st dung dé gdy nhiém céc té bao dé b tén thuong.
Tét hon 13, viée thu hdi protein ORF2 ciia PCV2 trong dich ndi cia té bao dat duoc trong
khoang tir ngay thur 5 dén ngay thir 8 sau khi gdy nhiém va/hodc kha ning sdng s6t cua té
bao giam xuéng dudi 10%. Tét hon 13, dé diu ché protein ORF2 ciia PCV2, céc té bao
dugc cly & nhiét d6 ndm trong khoang tir 25 - 29°C. Tét hon 13, budce phan tach 1a bude ly

tAm hodc budc loc.

Tuy chon, phuong phap nay ¢ thé bao gdm budc sao chép qua mirc ADN ORF2
ctia PCV2 tir mot dong PCV2 trude khi cdy dong ADN ORF2 cua PCV2 vao vat truyén
van chuyén. O dang hay dung, trinh ty 5' Kozak, vi trf 3' EcoR1, va su két hop ciia ching
cling ¢6 thé dugc thém vao trinh tu sao chép quéa mue, t5t hon 12 trude khi hodc trong luc
sao chép qua mirc. Trinh tu 5' Kozak' dugc uu tién bao gf”)m trinh tu SEQ ID NO: 1. Vi tri
3' EcoR1 duoc wu tién bao gém trinh tu SEQ ID NO: 2. ADN ORF2 cua PCV2 dugc uwu
tién bao gdm trinh ty nucleotit Genbank Accession No. AF086834 (SEQ ID NO: 3) va SEQ
ID NO: 4. Protein ORF2 t4i t6 hop ctia PCV2 duge wu tién bao gdm trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 5, 1a protein ¢c6 md SEQ ID NO: 3 (Genbank Accession No. AF086834) va SEQ

“ID No: 6, 1a protein c¢6 md SEQ ID NO: 4. M6i trudong duge uu tién bao gdm mbi trudng
t& bao con tring khong c¢6 huyét thanh, t6t hon 1a méi trudng Excell 420. Khi bude sao
chép qua muc tuy chon duoc thue hién, t6t hon 12 trude hét ciy khung doc mé 2 sao chép
qua muc vao mot vat truyén dAu tién, cit bo khung doc m& 2 tu vat truyén dAu tién, va st
dung khung doc m¢ c4t b6 dé cly vao vat truyén van chuyén. Dong té bao dugc uu tién dé
ddng chuyén nhiém 1a dong t& bao SF+. Virut duoc uu tién d& ddng chuyén nhiém 1a
baculovirut. O dang wu tién cua phuong phap nay, phin dich chuyén cta vat truyén van
chuyén bao gdm trinh ty SEQ ID NO: 8. Cuéi ciing, ddi véi phuong phép nay, tot hon Ia
thu hoi protein khung doc m& 2 (ORF2) ctia PCV2 trong khi cdy té bao & ngoai it nht 5

ngdy sau khi giy nhi€m t€ bao v6i virut.
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Vi viy, mot khia canh khic cua sang ché @& cap dén mot phuong phap didu ché
va/hodc thu hdi khung doc mé 2 cia PCV2, bao gdm cac budc: i) sao chép qua mitc ADN
ORF?2 ctia PCV2 trong 6ng nghiém, t6t hon 12 bang cach thém trinh ty 5' Kozak va/hodc
béﬁg cach thém vi tri gidi han 3' EcoRl1, ii) ciy dong ORF2 sao chép qua mirc cia PCV2
vao Vit truyén van chuyén; iii) chuyén nhiém mét phan ctia vt truyén van chuyén chta
ORF?2 tai td hop ctia PCV2 vao mdt virut; iv) gay nhidm té bao trong moi truong véi virut

_chuyén nhiém; v) 1am cho virut chuyén nhiém biéu hién protein tai td hop tir ORF2 cua
PCV?2; vi) phin tich céc t& bao tir dich ndi; va vii) thu hi protein ORF2 biéu hién cta
PCV2 tir dich noi.

Mot khia canh khac cia sang ché d& cap dén mot phuong phap didu ché mot ché
phidm chira protein ORF2 cta PCV2, va vat truyén virut bat hoat. Phuong phap nay bao
gdm cac budc: 1) ciy dong ORF2 sao chép qua mirc ciia PCV2 vao mot vat truyén van
chuyén; ii) chuyén nhiém mot phin cta vt truyén van chuyén chira ORF2 tai td hop cla
PCV?2 vio mot virut; iii) goy nhiém cac t€ bao trong mdi trudng véi vat truyén virut chuyén
nhiém; iv) lam cho vét truyén virut chuyén nhiém bidu hién protein tai td hop tir ORF2 cta
PCV?2; v) phén tich céc € bao tir dich ni; vi) thu hdi protein ORF2 biéu hién ciia PCV2

tir dich néi; va vii) lam bAt hoat vt truyén virut tai t& hop. TSt hon 14, vét truyén virut tai
t hop 12 mot baculovirut chira cac trinh tw ma ADN ORF2 va céc té bao 12 t€ bao SF+. Cac
bude phan tach hay dung 1a cic bude mo t & trén, t6t nhat 12 bude loc. Cac bude lam bit
hoat hay dung 14 cac budc mo ta ¢ trén. Tét hon 13, viéc 1am bat hoat d‘uqc' thuc hién & nhiét
d6 nim trong khoang tir 35 - 39°C va ¢6 khoang tir 2 - 8 mM BEL, t6t hon nita 1a ¢6 khoang
5 mM BEI Tac gia sang ché bat ngd nhan ra rang ndng d6 BEI cang cao s& anh huong tiéu
cuc dén protein ORF2 cia PCV2, va ndng do cang thap thi khong c6 tac dung lam bét hoat
cua vat truyén virut trong khodng tir 24 - 72 gio lam bét hoat. Tét hon 13, viéc 1am bét hoat

dwoc thue hién it nhit trong 24 gid, thdm chi t6t hon 14 trong khoang tir 24 - 72 gio.

Theo mot khia canh khéc, phuwong phap diéu ché mot ché phim chira protein ORF2

cla PCV?2, va vat truyén virut bit hoat, nhu md ta ¢ trén, cling bao gdm budc trung hoa sau
bude vii). Bude viii) nay bao gdm viéc thém vao mot lugng tuwong Gmg cua mot chit 1am
trung hoa chét 1am bét hoat trong dung dich. Tét hon 13, néu chat lam bét hoat 1a BEI, thi

viée thém thiosulfat natri vio mdt lugng twong ng 1a cach dugc wu tién. Vi vay, theo mot
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khia canh khéc, budce viii) bao gém viéc thém mot dung dich thiosulfat natri vao ndng do
cubi cing ndm trong khoang tir 1 - 20 mM, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 2 - 10 mM, tht

“hon nita 12 ndm trong khoang tr 2 - 8 mM, tham chi t5t hon 12 nim trong khoang tir 3 - 6
mM, t6t nhit 13 khoang 5 mM, khi chét lam bét hoat 13 BEL

Theo mot khia canh khac, phuong phép didu ché mot ché phim chira protein ORF2

cua PCV2, va vat truyén virut bit hoat, nhu mé ta & trén, bao gém budce s'éu trude budce 1):
sao chép qua mitc ADN ORF2 cua PCV2 trong dng nghiém, trong d6 céc trinh ty bén canh
ciia ADN ORF?2 ciia PCV?2 duoc bién déi nhw mé ta & trén. Phuong phép trong dng nghiém
d sao chép qué mitc ADN ORF2 ctia PCV2 va bién ddi céc trinh tu bén canh, ciy dong
ADN ORF2 ciia PCV2 sao chép qua mirc trong bng nghiém vao mot vat truyén van chuyén
va c4c vat truyén van chuyén thich hgp duge mo ta o trén, duge thé hién lam vi du trong
Fig. 1, ho#ic quen thudc vdi chuyén gia trong linh vue. Do vay, theo mot khia canh khac,
phuong pha'tp nay bao gdm cac bude: i) sao chép qua mirc ADN ORF2 cua PCV2 trong 6ng
nghiém, trong d6 céc trinh ty bén canh cia ADN ORF2 ctia PCV2 néu trén dugc bién doi;
ii) cdy dong ADN ORF2 cua PCV2 sao chép qua muc vao mot vat truyén vén chuyén; va
iii) chuyén nhiém vat truyén van chuyén hogic mot phin ctia né chira ADN ORF?2 cia PCV2
tai t6 hop vao mot vat truyén virut dé sinh ra vat truyén virut tai td hop; iv) gay nhiém cac
t€ bao trong mdi trudng voi virut chuyén nhiém; v) 1am cho virut chuyén nhiém biéu hién
protein t4i t& hop tir ORF2 ctia PCV2; vi) phan tach cac t& bao tir dich ndi; vii) thu hoi
protein ORF2 bidu hién ciia PCV2 tir dich ndi; viii) lam bt hoat vt truyén virut tai t6 hop,
t6t hon 13, c6 khoang tir 1 - 20 mM BEI, t6t nhat 1a c6 khodng 5 mM BEI; va ix) thém mgt
lugng trong duong cila mot chit c6 tac dung trung hoa chit 1am bét hoat trong dung dich,
t6t hon 13, thém mdt dung dich thiosulfat natri vao ndng d6 cudi ciing khoang tir 1 - 20 mM,

t6t hon 12 khoang 5 mM, khi chét lam bat hoat 12 BEL

Trong mot khia canh khac cua sing ché, phuong phap didu ché mot ché phim, tot
hon 12 mot ché phdm khang thé, vi du nhu mot vécexin, dé tao ra mot phan Gmg mién dich
d6i véi PCV2 dugc dé xuit. Nhin chung, phuong phap nay bao gdm céc bude chuyén nhiém
mot cAu triic vio mot virut, trong d6 cAu tric nay bao gdm i) ADN tai to hop tir ORF2 cua
PCV?2, ii) giy nhi®m céc té bao trong mdi trudng sinh truong véi virut chuyén nhiém, iii)

Jam cho virut biéu hién protein t4i t& hop tir ORF2 ctia PCV2, iv) thu hdi protein biéu hién
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clia ORF2 tir dich ndi, v) va didu ché ché phém bing céch két hop protein thu hoi véi mot

t4 cht thich hop va/hodc chat mang duoc dung.

"Céac t4 chat" dugc st dung & day, c6 thé bao gém nhom hydroxit va nhom photphat,
saponins v.v.., Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100
(Galenica Pharmaceuticals, Lac, Birmingham, AL), nhil twong nudc — dAu, nhii tvong diu
—nudce, nhil tuong nwde — diu — nuée. Nhil trong c6 thé dic biét phu thudce vao dau parafin
long nhe (loai Dudc dién Chau Au); dau isoprenoit nhu squalan hodc squalen; dau thu duoc
tir alken, dic biét 13 cia isobuten hodc dexen; este clia axit hodc cua rugu chira mot nhém

“alkyl thang, dic biét hon 1a dau thuc vat, etyl oleat, propylen glycol di-(caprylat/caprat),
glyxeryl tri-(caprylat/caprat) hodc propylen glycol dioleat; este cua axit béo nhanh hodc
ruou, dic biét 1a axit este isostearic. Dau dugc st dung két hop véi cic chét nhii twong dé
tao thanh nhii twong. Tét hon 14, céc chét nhil tuong 1a cac chit ¢6 hoat tinh bé mit khong
ion, dic biét 1 este clia sorbitan, ciia manit (vi du anhydromanitol oleat), cia glycdl, cla
polyglyxerol, cta propylen glycol va cua axit oleic, isostearic, rixinoleic hodc
hydroxystearic, tuy theo dugc etoxylat hod, va cac khéi copolyme polyoxypropylen-
polyoxyetyleri, dac biét 1a cac san phém Pluronic, dic biét 1a L121. Tham khao Hunter va
ddng tac gia, Ly thuyét va tmg dung thuc té ciia céc t4 chét (Ed.Stewart-Tull, D. E. S..).
JohnWiley va Sons, NY, tir trang 51-94 (1995) va Todd va ddng tac gia, Vécxin 15: 564-

570 (1997).

Vi du, c6 thé sir dung nhil twong SPT md t& ¢ trang 147 cua cudn sach “Tao ra
Vécxin, Phuong phdp si€u phan tir va ta chat" do M. Powell vda M. Newman bién tap,

Plenum Press, 1995, va nhii trtong MF59 mo ta ¢ trang 183 cua cubn sach nay.

Mbt vi du khac v& ta chit 1a mot hop chét chon tlr cac polyme ciia axit acrylic hodc
metacrylic va cac copolyme cuia anhydrit maleic va din xuét alkenyl. Cac hop chét ta dugc
¢6 loi 12 cac polyme cua axit acrylic hodc metacrylic lién két ngang, dic biét véi polyalkenyl
ete cua duong hodc rugu da chuc. Nhitng hop chit nay duoc biét dén qua thut ngit
carbomer (Phameuropa Vol. 8, S6. 2, Thang 6/ 1996). Chuyén gia trong linh vyc ciing c6

“thé tham khao tai liéu sing ché U.S 6 2,909,462 md ta céc polyme acrylic lién két ngang
v6i mot hop chét polyhydroxylat hod c6 it nhit 3 nhém hydroxyl, t5t hon 12 khong hon 8,
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cac nguyén tu hydro cua it nhét 3 hydroxyl dugc thay thé boi cac gbe béo chuano c6 it nhét
2 nguyén tir carbon. Cac gbc hay dung 13 cac gdc chira tir 2 - 4 nguyén tir carbon, vi du
vinyl, alyl va cc nhém chua no etylen. Ban than cac gbc chua no ¢6 thé chira cac phan ttr
thay thé khac, nhu metyl. Céc san phim ban dudi tén Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, USA)
~dac biét thich hgp. Cac san phim nay lién két ngang v6i sucroza alyl hoéc vGi pentaerytritol
alyl. Trong s6 c4c sdn pham nay, c6 thé c6 @8 cap Carbopol 974P, 934P va 971P. Hay dung
nhét 12 viéc str dung Cabopol 971P. Trong'sé cac copolyme ciia anhydrit maleic va dAn xuét
alkenyl, cac copolyme EMA (Monsanto) 1a cdc copolyme ciia anhydrit maleic va etylen.
Viéc hoa tan cac polyme ndy trong nudc tao ra mot dung dich axit s& dugc trung hoa, tot
hon 14 tao ra pH sinh ly, dé dua dung dich t4 chét vao ché ph'?lm tao mién dich, mién dich

hoic vacxin s& dugce ket hop.

Céc t4 chét thich hop khdc bao gdm, nhung khong han ché, hé théng ta chét RIBI

(Ribi Inc.), khéi co-polyme (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), lipit

monophosphoryl A, ta chét lipit-amin Avridin, doc t6 duong rudt khong chiu nhiét tir E.

“coli (t4i t hop hodc cch khac), ddc t bénh ta, IMS 1314 hodc dipeptit muramyl trong sd
nhidu t4 chét khéc.

Tét hon 13, ta chit duge thém vao véi mét luong nim trong khoéng 100pg dén
10mg/liéu lrong. Tham chi t5t hon, t& chét duoc thém vao véi mot lugng nam trong khoing
tir 100pg dén 10mg/liéu hrgng. Tham chi t5t hon nita, ta chit duge thém vao véi mot lugng
nam trong khoang tr 500pg dén 5mg/liéu lugng. Tham chi t5t hon, t4 chat dugc thém vao
v6i mot lugng nim trong khoang tir 750pg dén 2,5mg/lidu lwong. Tt nhét 13, ta chét duoc

thém vio v&i mot lwong khoang 1mg/lidu lugng.

Vi véy, theo mot khia canh khac, phuong phap d2 diéu ché mot ché pham khang thé,

~vi dy nhu mot vécxin, dé tao ra mot phan tng mién dich d6i vdi PCV2 bao gém 1) didu ché
va thu hdi protein ORF2 cta PCV2, va ii) tron protein ndy véi mot ta chat thich hop. Tt
hon 13, t chit nay 1a Carbopol 971P. Tham chi t5t hon, Carbopol 971P dugc thém vao véi
mot luong nam trong khoang tir 500pg dén Smg/liéu luwong, thdm chi t6t hon 13 v6i mot
lwong ndm trong khodng tir 750pg dén 2,5mg/lidu lwong va t6t nhat 13 v6i mot lugng

khoang 1mg/lidu lugng. Tét hon 13, bude i) ctia qua trinh bao gdm cic bude cla qua trinh
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“nhu mé ta dé didu ché va thu hdi ORF2 cia PCV2. Vi du, & dang hay dung cia phuong
phap nay, cAu tric bao gém ADN ORF2 cua PCV2 dat dugc trong mot vat truyén van
chuyén. Céc vat truyén van chuyén thich hop va cac phuwong phap didu ché vchl'mg dugc md
ta & trén. Tuy theo, phuong phép nay co thé bao gdm budc sao chép qua mic ORF2 tir dong
PCV2 qua PCR truéc khi ciy dong ORF2 vao vat truyén vén chuyén. Cac trinh ty khung
doc m& hay dung, céc trinh tu Kozak, céc trinh ty vi tri 3' EcoR1, céc trinh tu protein tai tb
hop, céc trinh tu chu triic chuyén nhiém, méi trudng, té bao va cac virut duge md ta trohg
céc phwong phép trude. Mot bude tuy ¥ khic cho phuong phép nay bao gdm viéc ciy dong
ADN ORF?2 sao chép qua mérc ciia PCV2 vao mot vat truyén dau tién, cit bo ADN ORF2
tir vat truyén dau tién nay, va st dung ADN ORF2 cét bé cia PCV2 dé cdy vao vat truyén

“vén chuyén. Gidng vé6i cac phuong phap khéc, t5t hon 1 doi it nhéat 5 ngay sau khi gly
nhidm céc t& bao bing baculovirut dich chuyén truée khi thu hdi protein ORF2 téi t0 hop
tit dich ndi. Tt hon 13, bude thu hdi ctia phuong phép nay ciing bao gdm budc phan tach
méi trudng tir céc té bao va cn t& bao. Bude ndy ¢6 thé dugc thyc hién theo nhiéu cach
nhung dé d& dang va thuan tién, t6t hon 14 loc céc té bao, cin t& bao, va méi trudng sinh
trudng qua mot may loc c6 c& 16 ndm trong khoang tir 0,45uM — 1,0uM. Cudi cing, ddi
vGi phuong phap nay, t5t hon 1 bao gdm budc 1lam bAt hoat cua virut truée khi két hop
protein ORF?2 tai t hop thu hdi cia PCV?2 trong mot ché phim. Budc nay c6 thé dugc thue

hién theo nhiéu céch, nhung t6t hon 12 v6i théi quen st dung BEI theo sang ché.

Vi vy, theo mdt khia canh khac, phuong phap nay bao gdm céc bude: i) sao chép

" qua mic ADN ORF2 cua PCV2 trong 6ng nghiém, trong d6 céc trinh ty bén canh cia ADN
ORF2 ctia PCV2 néu trén duoc bién dbi; ii) cAy dong ADN ORF2 sao chép quéa mic cla
PCV2 vao mot vat truyén van chuyén; Vé i) chuyén nhiém vt truyén van chuyén hodc
mot phﬁn ctia n6 chira ADN ORF2 t4i t6 hop ctia PCV2 vao mot vat truyén virut dé sinh» ra
vét truyén virut tai td hop; iv) gdy nhiém céc té bao trong mdi trudng véi virut chuyén
nhiém; v) 1am cho virut chuyén nhiém biéu hién protein tai t6 hop tir ORF2 ctia PCV2; vi)
phén tach céc té bao tir dich ndi; vii) thu hdi protein ORF2 biéu hién ctia PCV2 tir bén
ngoai; viii) lam bét hoat cia vat truyén virut tai to hop, t6t hon 13, c6 khoang tir 1 dén 20mM
BEL t6t nhit 1a c6 khoang 5SmM BEI; ix) thém mot luong tuorng {ing ctia mot chit c6 tac
dung trung hoa cht 1am bét hoat trong dung dich, t6t hon 13, thém mot dung dich thiosulfat
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natri vao ndng d6 cubi ciing nam trong khoang tir 1 dén 20mM, t6t hon 13 khoang SmM,
khi chit 1am bAt hoat 12 BEL; vi x) thém mot lwong thich hop ctia mot t4 chét, tot hon 12
thém Carbopol, tdt hon nita 12 Carbopol 971P, thdm chi tot hon v6i mot lugng nhu mo ta &
trén (vi du ndm trong khoang tir 500pg dén 5mg/liéu hrong, thAm chi t6t hon v6i mot lugng
nim trong khoang tir 750pg dén 2,5mg/lidu lugng va t6t nhit 12 véi mot lugng khoang

1mg/lidu lugng).

Ngoai ra, ché phim c6 thé bao gdm mdt hogic nhiéu chit mang dugc dung. Nhu duge
stt dung & day, chit mang duge dung bao gOm bét ky va tit ca dung moi, mdi trudong phan
tan, phu, chét on dinh, chét pha lodng, chét bao quan, chit khang khuén va chit chéng nam,
chét dang trwong, chét can tré hap phu, va cac chit cing loai. TSt nhit, ché pham duara &
day, chira protein ORF2 ctia PCV2 dugc thu hdi tir dich ndi cua t& bao ciy trong éng
nghiém, trong do6 cac t& bao néu trén duogc giy nhiém véi mot vat truyén virut tai t& hop
chtta ADN ORF2 ctia PCV?2 va biéu hién protein ORF2 cua PCV2, va trong d6 vige cay té
bao néu trén duge xt 1y véi khoang tir 2 dén 8mM BEL tot hon 1a v6i khoang SmM BEI
d8 1am bét hoat cta vt truyén virut, va mot ndng d6 twong tng cua mot chét trung hoa, t6t
hon 13 dung dich thiosulfat natri vao ndng d6 cudi cing ctia khoang tir 2 dén 8mM, t6t hon

' 14 khoang 5mM, Carbopol, tot hon 14 Carbopol 971P, tot hon 12 v6i mot lugng nim trong
khoang tir 500pg dén 5mg/liéu lugng, thdm chi t6t hon 12 v6i mot lwong nam trong khodng
tur 750ug dén 2,5mg/lidu lwong va £t nhét 1a véi mdt lugng khoang lmg/liéu lugng, va
nuée mudi sinh 1y, tot hon 13 véi mot lugng nam trong khoang tir 50 dén 90% (v/v), t6t hon

14 nim trong khoang tir 60 dén 80% (v/v), tham chi tét hon 1a khoang 70% (v/v).

Vi viy, mét khia canh khéac d& cap dén mot phuong phép didu ché mot ché phdm
khang thé, vi du nhu mét vécxin, dé tao ra mot phan tmg mién dich déi véi PCV2 bao gom
cac budce: i) sao chép qua ml'IC.ADN ORF2 ctia PCV2 trong 6ng nghiém, trong d6 cac trinh
tu bén canh cia ADN ORF2 cua PCV2 néu trén dugc bién d6i; ii) céy dong ADN ORF2
sao chép qua mirc cia PCV2 vao mot vat truyén van chuyén; va iii) dich chuyén vat truyén

| vén chuyén hodc mot phin ciia n6 chira ADN ORF?2 tai t6 hop ctia PCV2 vao mot vat truyén
virut dé sinh ra vat truyén virut tai t6 hop; iv) gy nhiém cac té bao trong mdi trudng véi
virut chuyén nhiém; v) lam cho virut chuyén nhi®m biéu hién protein tai t6 hop tr ORF2

ctia PCV2; vi) phan tach céc té bao tir dich néi; vii) thu hdi protein ORF2 biéu hién ciia
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PCV2 tir dich ndi; viii) 1am bét hoat ciia vt truyén virut t4i td hop, tt hon 13, c6 khoang tir
2 dén 20mM BEL tét nhét 12 c6 khoang 5mM BEI; ix) thém mét luong twong ing cia mot
“chét c6 tac dung trung hoa chit 1am bAt hoat trong dung dich, tdt hon 13, thém mot dung
dich thiosulfat natri vao ndng do cudi cung c6 khoang tir 0,5 dén 20mM, tdt hon 14 khoang
5mM, khi chit lam bat hoat 12 BEI, X) thém mot luong thich hop cta mdt ta duge, tt hon
1a thém Carbopol, tot hon nita 1a Carbopol 971P, thdm chi tot hon nita véi mot lwong nhu
mo ta & trén (vi dy ndm trong khoang tir 500pg dén 5mg/liéu hwong, tham chi t6t hon véi
mdt lwong nim trong khoang tir 750pg dén 2,5mg/li¢u lwong va t5t nhat 13 véi mot luong
khoang 1mg/lidu lugng); va xi) thém mudi sinh 1y, t6t hon 13 v6i mot luong ndm trong
khoang tir 50 d&én 90% (v/v), tdt hon 1a nim trong khoang tir 60 dén 80% (v/v), t6t hon nita
1a khoang 70% (v/v). Tuy theo, phuong phap nay c6 thé bao gdm viéc thém chét bao vé.
Chét bao vé dugce st dung & ddy, 1a mot chét c6 tac dung khing vi sinh vét, vi du nhu
- Gentamyxin, Merthiolat, va cac chét cung loai. Bic biét, viéc thém mot chét bao vé hay
dwoc dung nhit d& didu ché mot ché phim da lidu lugng. Cac chét ¢6 tac dung khing vi
sinh vat nay dugc thém ndng do dé co6 tac dung ngdn ngira ché phim dang quan tAm gay
nhiém vi sinh vat hodc kiém ché su sinh trudng cta vi sinh vat trong ché phém dang quan

A

tam.

Ngoai ra, phuong phép nay cling co thé bao gdm viéc thém bat ky mot chit 6n dinh
ndo, vi du nhu sacarit, trihaloza, manitol, sacaroza va cac chét cung loai, dé tang va/hodc
duy tri thoi han st dung cua san phim. Tuy nhién, tac gia sang ché bit ngd nhan ra ring
hop phin thu dugc c6 tac dung mién dich trong khoéng thoi gian it nhit 24 thang, ma khéhg
cAn thém bat ky mot chét dn dinh nao khac.

Mot khia canh khéc cia sang ché @ cap dén cac san phim didu ché tir cac phuong
phap nhu mé ta ¢ trén. Déc biét, sang ché dé cap dén mot ché pham chia protein ORF2
bidu hidn ti tb hop ciia PCV2. Ngoai ra, sang ché cling d& cap dén mot ché pham chira
protein ORF2 biéu hién t4i t& hop ctia PCV2, thu hdi tir dich ndi clia moi trudng cdy t€ bao
cOn trung. Ngoai ra, sang ché ciing d& cap dén mot ché pham chira protein ORF2 biéu hién
tai td hop ctia PCV2, thu hdi tir dich ndi ctia mdi trudng cdy té bao con tring. Tét hon 13,
sang ché ciing dé cap dén mcf)t‘ché' phim ciing chira mot chét thich hop dé 1am bat hoat cua

cac vat truyén virut. Tét hon 13, chit 1am bt hoat néu trén 1a BEL Hon nita, sing ché cling
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d8 cap dén mot ché phAm chira protein ORF2 biéu hién i t0 hop cia PCV2, thu hoi tir dich
néi ctia méi trudng cly té bao con tring, va bao gdm mot chét, thich hop dé lam bét hoat
chia céc vt truyén virut, tot hon 13 BEI va mot chit trung hoa dé trung hoa chit 1am bét
hoat. Tét hon 13, chat trung hoa d6 12 thiosulfat natri, khi BEI dugc sir dung nhu mot chit

lam bAt hoat.

Trong mot khia canh khac cua sing ché, mot ché phém tao mién dich tao ra mot
phin tmg mién dich v, t8t hon 1, tao ra phan tmg bao vé dbi véi céc dAu hidu 1am sang
cla Viéc nhidm PCV2, duoc tao ra. Ché phim nay thudng bao gdm polypeptit, hodc mot

" manh cia né, bidu hién béi Khung Doc M6 2 (ORF2) ciia PCV2, nhu mdt thanh phan tao
mi2n dich cta ché pham.

ADN va protein ciia ORF2 cua PCV2, nhu duoc st dung & day dé diéu ché cac ché
phim va ciing nhu dugc st dung trong céc qua trinh dua ra ¢ déy la mot fnién dugc béo vé
t6t trong PCV?2 tach riéng va do vdy, bt ky mot ORF2 cua PCV2 nao s€ c6 tic dyng nhu
ngudn ADN ORF2 cua PCV2 va/hodc polypeptit nhu duge sir dung ¢ day. MJot protein
ORF?2 hay ding ctia PCV2 1a protein cua trinh ty SEQ ID NO: 11. Mot polypeptit ORF2
hay dung cia PCV2 dugc duara & day hhu trinh ty SEQ ID NO: 5, nhung cac chuyén gia
sang ché hiéu rang trinh ty ndy c6 thé thay dbi tir 6 - 10% dong nhét trinh ty va van giit lai
cac dic diém tao mién dich 1am cho né ¢6 ich trong cac ché phém tao mién dich. Céc dic
didm tao mién dich ctia mot ché phém mién dich c6 thé, vi du, dugc danh gia br?mg thi
nghiém quyét dinh nhw dua ra béi Vidu 4. Ngoaira, dac diém tao mién dich cia mot khang
thé bién dbi vAn dugo giit lai, khi khang thé bién ddi tao ra it nhat 70%, tét hon 1a 80%, t6t
hon nita 1a 90% kha nang mién dich bao vé& nhu so sanh véi protein ORF2 cua PCV2, ghi
ma bing trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO: 3 hogc SEQ ID NO: 4. Mét "ché pham tao
mién dich" nhu duge sit dung & déy, c6 nghia 1a mot protein ORF2 ctia PCV2 tao ra mot
"phan Ung mién dich" trong vt chu cﬁa»m(f)t té bao va/hodc mdt phan Gng mién dich trung
gian khang thé véi protein ORFZ ctia PCV?2. Tét hon 13, ché pham tao mién dich nay c6
kha ning tao ra phan Gng bao vé d6i v6i viee nhidm PCV2 va cac d4u hidu 1am sang lién
quan. O mot s6 dang, cac phan tao mién dich cta protein ORF2 cua PCV2 duge sir dung

nhu thanh phin tao mién dich trong ché phim. Thuit ngit "phan tao mién dich" nhu dugc

st dung & diy c6 nghia 1a cac dang cét bo va/hodc thé, hodc cac manh protein ORF2 cua
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PCV2 va/hoic polynucleotit, mét cach twong Gmg. Tét hon 13, cac dang cit bé va/hoic thé
ndy, hodc cac méanh s& bao gbm it nhét 6 axit amin lién ké tlr polypeptit ORF2 dly du. Tot
hon nita, céc dang cit bo hogc thay thé, hodc cac manh s& c6 it nhét 10, tt hon 12 ¢4 it nhét
15, va t6t hon nita 14 ¢6 it nhét 19 axit amin lién k& tir polypeptit ORF2 day du. Hai trinh
_ty hay dung trong khia canh nay dugc dwa ra ¢ day nhw céc trinh tu SEQ ID NO: 9 va 10.
Tac gia sang ché ciing hiéu rang cac trinh tw ndy c6 thé 1a mot phan ciia cic manh 16n hon
hodc cac dang cit bo. Mot polypeptit ORF2 hay dung khic cia PCV2, dué ra & day dugc
ghi m3 bing c4c trinh tw nucleotit cia SEQ ID NO: 3 hodic SEQ ID NO: 4. Nhung céc
chuyén gia sang ché hiéu rang trinh tw nay c6 thé thay doi tir 6 - 20% su ddng nhét trinh tu
va van giit lai cac dic diém khang thé 1am cho n6 c6 ich trong cac ché phém tao mién dich.
G mot sb dang, dang cit bo hoic thay thé, hodc manh ciia ORF2 dugc st dung nhu thanh
phdn khang thé trong ché phim. Tét hon 13, cac dang c4t bo hodc thay thé, hoic cdc manh
nay s€ bao g@)m it nhit 18 nucleotit 1ién k& tir trinh tu nucleotit ORF2 dﬁy du, vi du trinh tu
SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 4. Tét hon nita, cac dang cit bé hodc thay thé, hoic cac
_manh s& c6 it nhat 30, tot hon nita 1a c6 it nhét 45, va tdt hon nita 13 c6 it nhét 57 nucleotit

lidn k& trinh tu nucleotit ORF2 dy du, vi du trinh ty SEQ ID NO: 3 hozc SEQ ID NO: 4.

"Pdng nhit trinh ty" nhu dugce biét.trong sang ché c6 nghia 1a mot r_néi quan hé gifta
hai hodc nhiéu trinh tu polypeptit hodc hai hodc nhiéu trinh tur polynuclebtit, cu thé 1a mot
trinh tu tham khao va mdt trinh ty dua ra duoc so sanh voi trinh ty tham khao. Déng nhét
trinh ty dugc xac dinh bé‘mg cach so sanh trinh ty dwa ra véi trinh ty tham khéov sau khi cac
trinh tw nay dugc xép thing nhat dé thé hién mirc do giéng nhau nhit ciia trinh tw, nhu duge
x4c dinh boi sy ngang nhau cua cac soi ¢ cac trinh tu nay. Sau khi xép thing hang, ddng
nhét trinh tu duoc x4c dinh trén co s& vi tri — vi tri, vi du, cdc trinh tu 1a déng nhét & mét vi
tri cu thé néu tai vi tri d6, cac nucleotit hodc cac chét cin cta axit amin 13 déng nhét. Téng

"s8 cac ddng nhat vi tri nay sau d6 duoc chia boi tbng sd cac nucleotit hodc cic chat can
trong trinh ty tham khéo dé dua ra muc % ddng nhét trinh tu. Dong nhit trinh tw ¢ thé
duoc tinh d& dang bang cac phuong phép .quen thudc, bao gdbm nhung khong gidi han, cac
phwong phdp md ta trong tai liéu Computational Molecular Biology, Lesk, A. N, ed.,
Oxford University Press, New York (1988), Biocomputing: Informatics and Genome

Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York (1993); Computer Analysis of

26



44551 27/108

“Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey
(1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987);
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. -and Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New
York (1991); and Carillo, H., and Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988),
céc tai liéu ndy dugc tong hop & dy dé tham khao. C4c phuong phap hay dung dé xac dinh
ddng nhét trinh ty duge phac thao dé dua ra sy gidng nhau 16n nhét gifta cic trinh ty thi
nghiém. Cac phuong phap d& x4c dinh ddng nhét trinh tw dugc ma hoa trong cac chuong
trinh may tinh giﬁp x4c dinh dOng nhét trinh ty gitta cac trinh ty dwa ra. Céc vi du vé cac
chuwong trinh néy bao gém, nhung khong han ché, bd chuong trinh GCG (Devereux, J.,
cing dong tac gia, Nghién ciru axit nucleic, 12(1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN va

.FASTA (Altschul, S. F. cung ddng tac gia, J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990)). Chuong
trinh BLASTX c6 trong NCBI va cac ngudn khéc (Cubn BLAST, Altschul, S. cing dong
tac gia, NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S. F. cung ddng tac gia, J. Molec.
Biol., 215: 403-410 (1990), c4c tai lidu ndy duoc tong hop & ddy dé tham khio). Cac chuong
trinh nay s& xép thing nhit cic trinh ty st dung khdi luwong khe thiéu s6t dé tao ra mirc
dong nhét trinh tu cao nhét gifta céc trinh ty dua ra va trinh tw tham khéo. Nhu mot vi dy
minh hoa, b%lng mdt polynucleotit ¢6 mdt trinh tu nucleotit ¢6 it nhét, vi du, 85%, t5t hon
14 90%, tham chi t6t hon 1 95% "ddng nhit trinh ty" v&i mét trinh tw nucleotit tham khao,
tac gia sang ché c6 y rang trinh tw nucleotit cua polynucleotit dwa ra ddng nhét véi trinh ty
tham khao ngoai trir trinh tu polynucleotit dua ra co thé bao gdm t6i da 15, tot hon 1a tdi da

- 10, tham chi t6t hon 13 ti da 5 dot bién diém/100 nucleotit ctia trinh ty nucleotit tham khao.
N6i mdt cach khac, trong mdt polynucleotit c6 mdt trinh ty nucleotit co it nhit 85%, t6t
hon 14 ¢6 90%, tham chi t6t hon 13 ¢6 95% sw dong nhit véi trinh ty nucleotit tham khao,
t6i da 15%, t6t hon 12 10%, thdm chi t6t hon 13 5% nucleotit trong trinh tur tham khao c6
thé duoc bo di hodc thay thé véi mot nucleotit khac, hogc mot sb nucleotit chiém t0i da
15%, t6t hon 13 10%, thAm chi tot hon 14 5% téng lugng nucleotit trong trinh tw tham khdo
6 thé duge ghép vao trinh ty tham khao. Nhitng dot bién nay cua trinh tw tham khao c6 thé
xdy ra & diém két thiic 5" hoic 3' ctia trinh ty nucleotit tham khao hogc bat ky diém nao giita
cac didm két thﬁé ndy, duoc dit rai rac riéng r€ giita cac nucleotit trong trinh ty tham khao

hodc trong mot hodc nhidu nhém lién ké trong trinh tur tham khdo. Twong tu, bang mot
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polypeptit c6 mdt trinh tw axit amin dua ra ¢6 it nhat, vi du, 85%, tot hon 12 90%, tham chi
¢t hon 13 95% ddng nhat trinh ty v6i mot trinh ty axit amin tham kho, tAc gia sang ché c6
v rang trinh ty axit amin dwa ra ciia polypeptit d0ng nhit véi trinh ty tham khéo ngoai trlr
trinh t polypeptit dua ra cd thé bao gdm ti da 15, t6t hon 12 t8i da 10, tham chi tot hon 1a
t6i da 5 bién dbi axit amin/100 axit amin cia trinh tw axit amin tham khao. N6i mdt cach
khac, d& thu duoc mét trinh t polypeptit dua ra cé it nhat 85%, tot hon 1a c6 90%, thim
chi t6t hon 13 c6 95% ddng nhat trinh tw v6i mot trinh ty axit amin tham khao, t6i da 15%,
t5t hon 12 t6i da 10%, tham chi tbt hon 13 t6i da 5% chit cin cua axit amin trong trinh tu
tham khao c6 thé bi bo di ho#c thay thé v&i mot axit amin khac, hodc mot s6 axit amin tdi
da 15%, tt hon 12 t&i da 10%, tham chi t6t hon 13 t6i da 5% téng s6 chét cin cla axit amin
trong trinh ty tham khdo ¢ thé dugc ghép vao trinh tu tham khéo. Cac bién d6i nay cta
trinh tu tham khéo co thé xay ra & cac vi tri két thic amin hodc carboxy cua trinh ty axit
amin tham khao hodc bét ky vi tri nao gitta c4c vi tri két thic nay, dit rai rac riéng 1¢ gitra
c4c chit cin trong trinh ty tham khao hodc trong mot hodc nhiéu nhém lién ké trong trinh
tu tham khdo. Tét hon 14, vi tri cta chét cin khong ddng nhét boi viée thay thé céc axit
amin bao toan. Tuy nhién, viéc thay thé theo kiéu bao toan nay khong dugc tinh dén nhu

- mt viée khong thé tach roi khi xéc dinh dong nhét trinh ty.

"Tinh déng déng cta trinh tu", nhu st dung ¢ day, noi dén mot phuong phép xac
dinh méi lién hé gifra hai trinh tr. D& xéc dinh tinh déng déing ciia trinh ty, hai hogc nhiéu
trinh tw duoc xép thang hang t5t nhét, va khoang tréng dugce duara néu cén thiét. Tuy nhién,
trai véi "dong nhét trinh tu", viée thay thé céc axit amin bao toan dugc tinh nhu mot viée
di lién khi xdc dinh tinh ddng déng cua trinh tw. N6i mot cach khic, dé thu dwge mot
polypeptit hodc mdt polynucleotit c6 95% tinh dong ding trinh tw v6i mot trinh ty tham
khéo, 85%, tt hon 1a 90%, tham chi t6t hon 12 95% chét cin axit amin hodc nucleotit trong
trinh tu tham khao phai hgp hodc bao gdm budce thély thé bao toan v6i mot axit amin hodc
nucleotit khéac, hodc mot sb axit amin hodc nucleotit chira t5i da 15%, tot hon 12 t6i da 10%,

"tham chi tdt hon 12 t6i da 5% tong lugng chét cin axit amin ho#c nucleotit, khdng bao gdm
bude thé bao toan, trong trinh ty tham khao ¢6 thé duge ghép vao trinh ty tham khao. Tt
hon 13, trinh tu twong ddng bao gom it nhéit mot doan ¢6 50, t6t hon 1a 100, tham chi tét
hon 12 250, tt hon nita 1 500 nucleotit. |
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"Thay thé bao toan” noi dén viéc thay thé chit cin cua axit amin hodc nucleotit vdi
mdt chét cin cta axit amin khac hodc nucleotit c6 nhiing dic diém hodc tinh chét tvong tu
“bao gdm kich thude, tinh ky nude, v.v., lam cho chirc nang tdng thé khong thay d6i dang

keé.

“Tach" c6 nghia 1a thay d6i “bang tac dong cua con nguodi” tir trang thai tw nhién cia
nod, c6 nghia la, néu né xay ra tw nhién, thi n6 bi thay dbi hoidc loai bé tir moi trudong géc,
hodc c4 hai. Vi du, mdt polynucleotit hodc mot polypeptit tr nhién c¢6 trong mdt sinh vat
sdng khong bi "tach", nhung ciing polynucleotit hodc polypeptit nay phén tach tir vat liéu
séng chung & trang théi tw nhién ciia né bi "tach", nhu thuat ngir dugc dung & day.

Vi vay, mdt khia canh khic cua séng ché d& cap dén mot ché phém tao mién dich c6
tac dung lam gidm muc trAm trong cua triéu chung 1dm sang lién quan dén nhiém PCV2
bao gdm protein ORF2 cia PCV2. T6t hon 13, protein ORF2 ctia PCV2 1a bat ky trong s6

‘nhing chat md ta & trén. T4t hon 13, protein ORF2 ciia PCV2 néu trén la

1) polypeptit bao gém trinh tr.SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 10 hodc SEQ ID NO: 11;

i) bat ky mot polypeptit ndo c6 it nhit 80% tinh twong ddng véi polypeptit &

muc i),
iii)  batky mot phan tao mién dich ndo ctia polypeptit & muc i) va/hodc myc ii)

iv)  phédn tao mién dich ctia muc iii), bao gom it nhét 10 axit amin lién k& c6 trong
c4c trinh tw SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 hogc SEQ ID
NO: 11,

V) polypeptit dugc ghi mi béi mot ADN bao gdm trinh tw SEQ ID NO: 3 hodc
SEQ ID NO: 4.

vi)  bét ky mot polypeptit ndo dwgc ghi mé béi mot polynucleotit c6 it nhat 80%

tinh twong ddng v6i polynucleotit & muc v),

vii) bt ky mot phin tao mién dich ndo cua polypeptit dwgc ghi ma boi

polynucleotit & muyc v) va/hodc muc vi)
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viii) phdn tao mién dich ¢ muc vii), trong d6 polynucleotit ghi ma cho phan tao
mién dich néu trén bao gdm it nhét 30 nucleotit 1ién k& c6 trong cac trinh tw SEQ ID NO:
3, hodc SEQ ID NO: 4.

Tét hon 13, bt ky mot phan nao trong s6 cac phan tao mién dich ndy c6 céc dic diém
tao mién dich cta protein ORF2 ciia PCV2 dugc ghi mé boi trinh ty SEQ ID NO: 3 hodc
SEQ ID NO: 4.

Theo mdt khia canh khac, protein ORF2 cfla PCV2 duoc dua ra trong ché phﬁm

mién dich & mtc bao khang thé c6 tic dung tao ra phan Gmg mién dich mong mudn, cu thé
12 giam ty 1é mac bénh hogc 1am giam mirc trdm trong ctia d4u hidu 14m sang do nhiém
PCV2. Tét hon 13, mirc bao protein ORF2 clia PCV2 1a it nhét 0,2pg khang thé/ml ché
phidm tao mién dich cudi cung (pg/ml), t6t hon 13 ndm trong khodng tur 0,2 dén 400pg/ml,
t6t hon nita 1a nim trong khoang tir 0,3 dén 200pg/ml, tham chi t6t hon 1a ﬁﬁm trong khoang
tir 0,35 dén 100pg/ml, tot hon nita 1a nam trong khoang tir 0,4 dén 50pg/ml, tot hon nita 12
nidm trong khoang tir 0,45 dén 30pg/ml, ot hon nita 1a nim trong khoang tir 0,6 dén
15pg/ml, thdm chi t5t hon 14 ndm trong khoang tir 0,75 dén 8pg/ml, thim chi t6t hon 12
nam trong khoang tix 1,0 dén 6.pg/m1, t6t hon nita 1a ndm trong khoang tir 1,3 dén 3,0pg/ml,
tham chi t&t hon 14 nim trong khoang tir 1,4 dén 2,5pug/ml, thAm chi t5t hon 14 nim trong

khoang tr 1,5 dén 2,0pg/ml, va tét nhit 1a khoang 1,6pg/ml.

Theo mot khia canh khac, mirc bao khang th8 ORF?2 1a it nhit 0,2pg protein ORF2
ctia PCV?2 nhu mé ta & trén cho trong mdi liéu lvong cta ché phdm khang thé cudi cing
(ng/lidu luong), t6t hon 12 nim trong khoang tir 0,2 dén 400 ng/lidu luong, tét hon nita 13
ndm trong khoang tir 0,3 dén 200pg/lidu lwong, thim chi t6t hon 12 nam trong khoang tir
0,35 dén 100pg/lidu lwong, t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,4 dén S0pg/liéu lugng,
t5t hon nita 1a ndm trong khoang tir 0,45 dén 30pg/liéu lugng, thim chi t6t hon nita 12 ndm
trong khoang tir 0,6 dén 15pg/liéu lugng, thAm chi t6t hon nita 13 nim trong khoang tir 0,75
dén 8ug/lidu luong, tham chi t8t hon nita 12 ndm trong khoang tir 1,0 dén 6pg/lidu luong,
t5t hon nira 12 ndm trong khoang tir 1,3 dén 3,0 ng/lidu luong, tham chi t6t hon nita 12 nam

“trong khoang tur 1,4 dén 2,5pg/1idu luong, tham chi tot hon 13 nim trong khoang tir 1,5 dén
2,0pg/lidu lwong, va tot nhét 12 khoang 1,6pg/liéu lwong,
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Polypeptit ORF2 cua PCV2 dung trong ché pham tao mién dich theo sang ché co thé
dAn xuét trong bét ky hinh dang nao bao gdm tach va tinh ch& ORF2 cua PCV2, tong hop
protein tiéu chudn, va hé phwong phép tai td hop. Cac phuong phép hay dung dé thu duge
polypeptit ORF2 ctia PCV2 duge md ta ¢ trén va cling duoc dua ra trong tai li€éu Don sang

'bché' U.S. 56 11/034,797, céc tai liéu va ndi dung cta chiing do d6 duge tdng hop trong phan
tham khao. N6i mot cach ngén gon, cac té bao d& bi tén thuwong bi nhiém véi mot vat truyén
virut t4i t6 hop chira c4c trinh ty mé ADN ORF2 ciia PCV2, polypeptit ORF2 ctia PCV2
duge bidu hién qua virut tai t6 hop, va polypeptit ORF2 biéu hién ciia PCV2 dyoc thu hdi
tir dich ndi bang phuong phap loc va dugc lam bét hoat bang phwong phap thong thudng,
tot hon 14 str dung etylenimin nhi phan, chét nay sau d6 dugc trung hoa dé& ngin chin qui

trinh 1am bét hoat.

Vi vy, theo mot khia éanh khéc, ché phﬁm tao mién dich bao gém i) bét ky mot
protein ORF2 ctia PCV2 nao mé ta & trén, tdt hon 12 v6i ndng dd mo ta ¢ trén, va ii) it nhét
mdt phan ciia vat truyén virut biéu hién protein ORF2 ctia PCV2 néu trén, t6t hon 14 cua

| moOt baculovirut tai t6 hop. Ngoai ra, theo mot khia canh khac, ché phém tao mién dich bao
gdm 1) bit ky mot protein ORF2 ciia PCV2 ndo md ta & trén, 6t hon 1a v6i nong do mo ta
& trén, ii) it nhit mot phan cua vat truyén virut biéu hién protein ORF2 ctia PCV2 néu trén,
t6t hon 1a ctia mot baculovirut tai t6 hop, va iii) mét phén ctia mdi trudng cy té bao dich
ndi.

Theo mot phuong an cu thé clia qué trinh diéu ché va thu hoi protein ORF2 cua
PCV2, méi trudong céy té bao dich ndi duge loc qua mdt mang c6 kich thude 16, t5t hon 1
nam trong khoang tir 0,45 dén lum. Vi vay, mdt khia canh khéc dé cap dén mot ché phém
tao mién dich bao gdm i) bat ky mot protein ORF2 cua PCV2 nao md ta & trén, t6t hon la

VO néng d6 mé ta o trén, ii) it nhéit mot phén cua vat truyén virut biéu hién protein ORF2
ctia PCV2 néu trén, t6t hon 14 cia mdt baculovirut tai td hop, va iii) mot ph?ln cuia moi

trudng ciy té bao; trong d6 khoang 90% thanh phan c6 kich thudc nho hon 1 pm.

Theo mdt khia canh khac, sang ché d& cap dén mot ché phim tao mién dich bao gdm
i) bit ky mot protein ORF2 ctia PCV2 nao md ta & trén, tét hon 1a véindng dd mé ta & trén,

ii) it nh4t mot phan ctia vét truyén virut biéu hién protein ORF2 ctia PCV2 néu trén, iii) mot
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“phén ctia moi trudng cy té bao, iv) va chit 1am bAt hoat dé 1am bat hoat vt truyén virut tai
t hop, t5t hon 13 BEL trong d6 khoang 90% thanh phén tir i) dén iii) c6 kich thudc nho
hon 1um. Tét hon 13, BEI c6 néng dd co tac dung lam bt hoat ctia baculovirut. Néng do

hiéu qua duge md ta & trén.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @é cap dén mot ché phém tao mién dich bao gém

i) bét ky mot protein ORF2 ctia PCV2 ndo mé ta & trén, tét hon 12 v6i ndng do md ta & trén,
ii) it nhit mot phén cua vat truyén virut biéu hién protein ORF2 ctua PCV2 néu trén, iii) mot
phan ctia moi trudng ciy té bao, iv) m(_“)f chit 1am bit hoat d& 1am bt hoat vét truyén virut
tai tb hop, t6t hon 1a BEL va v) mot chét trung hoa dé ngan chin viéc lam bt hoat do chét
Jam bAt hoat gay ra, trong d6 khoang 90% thanh phan tir i) dén iii) ¢6 kich thuéc nho hon
"1 am. Tét hon 13, néu chit 1am bAt hoat 13 BEI, thi ché phém néu trén bao gém thiosulfat

natri v6i mot luong twong duong voi BEL

Polypeptit dugc tong hop vao mot ché phém ma c6 thé ding cho mot dong vat dé bi
nhiém PCV2. O dang hay dung, ché phim nay c6 thé bao gdm cac thanh phan b sung quen
thudc vGi cac chuyén gia sang ché (c6 thé tham khio tai liéu Khoa hoc Duoc cilia
Remington. (1990). 18th ed. Mack Publ., Easton). Ngoai ra, ché phdm ciing bao gdm mdt
hodc nhidu chit mang dugc chép nhan trong nganh tha y. Nhu duoc st dung & day, "mot
chét mang duogc chép nhén trong nganh thu y" bao gdm bt ky hoic tht ca cac dung mdi,
moi trudng phén tan, phu, ta chét, chét 6n dinh, chét pha loang, chét bao quan, chét khang

“khuAn va chit chdng nim, chét dang truong, chit 1am chdm khé ning hép phu, va cac chit

cung loai.

Trong mot phuong an uu tién, ché phdm tao mién dich bao gbm protein ORF2 clia
PCV2 nhu dua ra kém theo day, t6t hon 13 v6i ndng do md ta & trén nhu mot thanh phén

khéang thé, dwgc tron voi mot ta chét, t6t hon 14 Carbopol, va nudc mudi sinh ly.

Cac chuyén gia sang ché s& hiéu ring ché pham & day c6 thé & dang tiém, cac dung
dich v6 trung dugce chép nhan trong sinh Iy hoc. Dé diéu ché dung dich dung ngay dé tiém
hodc truyén ngoai rudt, cac dung dich déng trwong dang nude, vi du nhu nude mubi hozic
céac dung dich protein huyét thanh twong @mg luén c6 san. Ngoai ra, cac ché phdm tao mién

dich va ché pham vacxin ciia sang ché c6 the bao gom cac chat pha loang, chat dang truong,
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chét 6n dinh, ho#c ta chét. Céc chét pha loang c6 thé bao gém nudc, nudc mubi, dextroza,
etanol, glyxerol, va cac chit cing loai. Cac chit ding truong c6 thé bao gdbm natri clorua,
dextroza, manitol, sorbitol, va lactoza, trong s6 cac chit khac. Chit 6n dinh bao gém
albumin va mudi kiém cua axit etylendiamintetraxetic, trong s6 céc chit khac. Cac ta chét
thich hop 1a céc ta chit mé ta & trén. Hay ding nhét 13 viéc st dung Carbopol, déc biétllé
viéc sir dung Carbopol 971P, t6t hon 12 v4i mot luong nhu mo ta & trén (vi du nim trong
“khoang 500 pg dén 5mg/lidu lwong, tham chi t6t hon 1 v6i mot luong nam trong khodng

750ug dén 2,5mg/lidu lwong va t6t nhét 12 véi mot lwong khoang 1mg/liéu luong).

Vi vdy, sang ché cling @& cap dén mot ché pham tao mién dich bao gdm i) bét ky

mot protein ORF2 ctia PCV2 nhu md ta & trén, tdt hon 13 véi néng d6 nhu mo ta & trén, ii)
it nhat mot ph?ln cua vat truyén virut biéu hién protein ORF2 ciia PCV2 néu trén, iii) mot
phan ctia mi trudng cAy té bao, iv) mot chét 1am bAt hoat dé 1am bit hoat cua vat truyén
virut tai td hop, tot hon 1a BEIL va v) mot chét trung hoa dé ngin chin viéc 1am bét hoat do
chét 1am bét hoat tao ra, tdt hdn 14 thiosulfat natri véi mot lwong twong tng véi BEI; va vi)
mdt t& chit thich hop, t6t hon 1a Carbopol 971 v6i mot lugng nhu md ta & trén; trong do
khoang 90% thanh phin tir i) dén iii) c6 kich thuéc nho hon 1pm. Theo mot khia canh khac,
| ché phém tao mién dich niy con bao gém mot mudi duge dung, tét hon 12 mdt mudi
photphat v6i ndng @ duge chip nhén trong sinh ly hoc. Tét hon 13, ndng d6 pH cia ché
phim tao mién dich néu trén duoc diéu chinh téi mirc pH sinh ly, ¢6 nghia 1a nim trong

khoang tir 6,5 dén 7,5.

Vi vdy, sang ché cling @& cap dén mot ché pham tao mién dich bao gdm/ml i) it nhét
1,6pg protein ORF2 ctia PCV2 mb ta & trén, ii) it nhit mot phan cla baculovirut biéu hign
protein ORF2 ctia PCV2 n6i trén, iii) mot phan cia méi trudng cdy té bao, iv) khoang tir 2
dén 8mM BEL v) thiosulfat natri v6i mot lugng twong ung véi BEI; va vi) khoang 1mg
Carbopol 971, va vii) mubi photphat véi ndng d6 duoc chép nhan trong sinh 1y hoc; trong

"6 khoang 90% thanh phin tir i) dén iii) ¢6 kich thuéc nhé hon 1pm va ndng do pH cua

ché phém tao mién dich néu trén duge diéu chinh téi muc khoang tlr 6,5 dén7.5.

Céc ché pham tao mién dich c6 thé con bao gom mot hodc nhi€u chat diéu bién mién

dich, vi du nhu intolokin, intoforon, hodc cac cytokin khac. Céc ché phém tao mién dich
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cling c6 thé bao gdm Gentamixin va Mertiolat. Trong khi khéi lwong va ndng do clia cac ta
chét va chét phu trg ¢6 ich trong pham vi cua sang ché c6 thé duge x4c dinh dé dang b%lng
" c4c chuyén gia sang ché, sang ché du tinh cac ché pham bao gbm tir 50ug dén 2000pg ta
chit va t6t hon 14 nim trong khoang 250pg/ml lidu lwong ché phim vicxin. Trong mot
phuong an uu tién khac, sing ché du tinh cac ché phim vicxin bao gbm tir 1pg/ml dén

60pg/ml thubc khang sinh, va t6t hon 13 it hon 30pg/ml thude khang sinh.

Vi vay, sang ché ciing d2 cap dén mot ché phim tao mién dich bao gdm 1) bat ky
mot protein ORF2 ciia PCV2 ndo mé ta & trén, tt hon 1 v6i nong do md ta & trén, ii) it
nhit mot phan cia vat truyén virut biéu hién protein ORF2 ctia PCV2 néu trén, iii) mot
phin ciia moi trudng chy té béio, iv) mot chat lam bAt hoat d& 1am bat hoat vat truyén virut
t4i td hop, t6t hon 1a BEL va v) mot chét trung hoa dé ngan chin viéc 1am bét hoat do chét
lam bét hoat tao ra, t6t hon 12 thiosulfat natri v6i mdt luong twong tng v6i BEL vi) mot ta

chét thich hop, tt hon 1a Carbopol 971 véi mot lugng nhu md t & trén; vii) mot nong d
dugc dung cua dung dich dém nude mudi, tot hon 13 mudi photphat, va viii) mot chét c6
hoat tinh chéng vi sinh vat; trong d6 khoang 90% thanh phén tir i) dén iii) c6 kich thude

nho hon 1pm.

T4c gia sang ché bét ngd nhan ra rang ché phim tao mién dich dua ra kém theo day
c6 tinh On dinh cao trong mdt giai doan 24 thang. Téc gia sang ché ciing nhén ra rang cac
ché phadm tao mién dich dua ra kém theo & day, bao gdm baculovirut tai t6 hop biéu hién
protein ORF2 ctia PCV2 nhu dua ra kém theo déy c6 tic dung giam triéu chirng 1am sang
lién quan dén nhiém PCV2. Téc gia sang ché bét ngd nhan ra ring cac ché phim tao mién

“dich bao gdbm baculovirut téi t6 hop biéu hién protein ORF2 ctia PCV2 nhu dua ra kém theo
day c6 tac dung t6t hon mot ché phdm tao mién dich bao gbm toan bo virut PCV2 & dang
lam bét hoat hoic khang th8 ORF2 virut duoc tach ctia PCV2. Dic biét, téc gia sang ché
bAt ngd nhan ra ring baculovirut tai t6 hop biéu hién protein ORF2 cua PCV2 ¢6 tac dung
v6i nOng do rat thap, c6 nghia 1a v6i ndng do t6i da 0,25pg/ lidu lvgng. Kha ning tao mién
dich cao bt ngd ndy cta protein ORF2 ciia PCV2 c6 thé ting thém bang viée thém
Carbopol.

34



44551 35/108

Mot khia canh khac ds cap dén mot binh chira bao gdm it nhét mot lidu lugng cua
ché phim tao mién dich cua protein ORF2 ctiia PCV2 nhu dua ra kém theo day, trong do
mot lidu lugng bao gom it nhat 2pug protein ORF2 cuia PCV2, t8t hon 13 ndm trong khodng
tir 2 dén 16pg protein ORF2 ciia PCV2. Binh chtta néu trén c6 thé bao gdm tir 1 dén 250
lidu lugng ché phim tao midn dich, tot hon Ia chira 1, 10, 25, 50, 100, 150, 200, hodc 250
lidu lwong ché phém tao mién dich cua protein ORF2 ctia PCV2. T6t hon 13, mdi modt binh
chira bao gdbm hon mot lidu lwgng ché pham tao mién dich cta protein ORF2 cua PCV2
bao gdm thém mot chit c6 hoat tinh khang vi sinh vat. Céc chét ndy, vi du 1a khing sinh

| bao gdm Gentamixin va Mertiolat va céc chét cting loai. Vi vy, m¢t khia canh clia sing
ché & cap dén mot binh chira bao gém tir 1 d&n 250 lidu luvong cua ché phém tao mién dich
cta protein ORF2 cia PCV2, trong d6 mot lidu lwong bao gdm it nhét 2pug protein ORF2
ctia PCV2, va Gentamixin va/hodc Mertiolat, t6t hon 13 ndm trong khoang tir 1pg/ml dén

60pg/ml khang sinh, va t5t hon nita 13 it hon 30pg/ml.

Mot khia canh khac d& cap dén mét bd, bao gdm bét ky mdt binh chira nao, md ta &
trén, va mot cudn huéng dan, bao gdm théng tin ding trong bép cla it nhét mot lidu luong
ché phémv tao mién dich cua protein ORF2 ctia PCV2 vao lon dé lam giam mirc trdm trong
cua triéu ching 1am sang li€n quan dén nhiém PCV2. Ngoai ra, theo m¢t khia canh khac,

. cubn hudng dan néu trén bao gdm thong tin ding 1An hai hoc ding thém it nhit mét lidu
luong ché phém tao mién dich ctia ORF2 cia PCV2, trong d6 viéc dung 14n hai hoic viéc
dung thém dugc thuc hién it nhét 14 ngay sau lan ding dau tién hodc 1An ding trude. Tt
hon 13, cudn huéng dan néu trén ciing bao gdm thong tin ding mot chét kich thich mién
dich. Tét hon 13, chét kich thich min dich néu trén s& duge dua ra it nhét hai lan. T6t hon
13, it nhét 3, tdt hon 1a it nhét 5, tham chi tot hon 14 it nhdt 7 ngay 1a khoang thoi gian gitta
lin ding dAu tién va 14n ding thir hai hogc 1an ding thém cia chat kich thich mién dich.
Tét hon 13, chit kich thich mién dich dugc dua ra it nhit 10 ngay, tot hon 1a 15, thdm chi
t4t hon 13 20, tham chi tt hon nita 1a it nhit 22 ngay sau 1in ding dAu tién cta ché pham
tao mién dich ctia protein ORF2 ctia PCV2. Mot chét kich thich mién dich hay dung, vi du

‘12 hemoxyanin bam 15 khod (KLH), t5t hon 12 nhii ho4 véi ta chit Freund khong toan ven
(KLH/ICFA). Tuy nhién, tac gia sang ché & ddy hiéu ring bat ky mot chat kich thich mién

dich nio khac quen thudc véi chuyén gia sing ché ciing c6 thé duoc st dung. "Chét kich
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thich mién dich" nhw dugc st dung & ddy, c6 nghia la bét ky mot chit hoic mot ché phém
nao c6 thé giy ra phan tng mién dich, t6t hon 12 khong cAn d& xudng hoic ting mdt phan
g mién dich cu thé, vi du phan tng mién dich d6i v6i mot mam bénh cu thé. Cubdn sach
con huéng din ding chét kich thich mién dich trong mét lidu lwgng thich hop. Ngoai ra, bo
| con 6 thé bao gdbm mét binh chira, bao gdm it nhat mot lidu lwong chét kich thich mién

dich, t6t hon 1a mot lidu lugng KLH, hoac KLH/ICFA.

Ngoai ra, tac gid sing ché ciing bat ngd nhan ra rdng kha ning tao mién dich cua
céc ché phim tao mién dich bao gbm baculovirut tai t6 hop biéu hién protein ORF2 cua
PCV2, t6t hon 1a két hop véi Carbopol, ¢6 thé duoc ting thém bé‘mg viéc dung vécxin
IngelVac PRRS MLV (xem Vi du 5). DA4u hiéu 14m sang ciia PCV2 va cac biéu hién cta
bénh duoc sao chép qua mirc khi ¢6 nhidm PRRS. Tuy nhién, cic ché phim tao mién dich
va cac chién Iuge tiém chung nhu dua ra kém theo ddy lam giam anh huong nay, va hon
mong doi. N6i mdt cach khac, anh hudng hi€p luc bt ngd dugc quan sat khi dong vat, tbt

“hon 14 lon dugc tiém véi bat ky mot ché phém tao mién dich ORF2 cua PCV2 nao, nhu

duoc dua ra kém theo day, va vécxin IngelVac® PRRS MLV (Boehringer Ihgelheim).

Vi vay, mot khia canh khac cua séhg ché dé cap dén mo6t bé nhu mo ta & trén, bao
gdm ché phdm tao mién dich ctia ORF2 ctia PCV2 nhu dua ra kém theo dﬁy va cubn huéng
dan, trong d6 cubn hudng dan con bao ¢dm théng tin st dung ché phim tao mién dich
ORF?2 ctia PCV?2 ciing v6i ché phdm tao midn dich bao gdm khang thé PRRS, t6t hon 1a
khang thé PRRS dugc bd sung ta chit. TSt hon 13, khang thé PRRS la IngelVac® PRRS
MLV (Boehringer Ingelheim).

Mot khia canh khéac cua sang ché ciing dé cap dén mot bd béo gE‘)m i) mot binh chira
chira it nhit mét 1idu luong ché phdm tao mién dich cua ORF2 ciia PCV2 nhu dua ra kém
theo ddy, va ii) mot binh chira chita mot ché pham tao mién dich bao gom khéng thé PRRS,
£t hon 12 khang thé PRRS duogc b sung té chét. Tét hon 1a khéng thé PRRS 12 IngelVac®
PRRS MLV (Boehringer Ingelheim). Tét hon nita, bo con bao gdm mét cudn huéng dan,
bao gdm thong tin st dung cé hai ché pham duogc. Tét hon 13, cudn huéng dan chira thong
tin ring ché pham chira ORF2 cua PCV2 dugc st dung tam thoi trude ché phdm chira
PRRS.
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Mot khia canh khac d& cap dén cach st dung bat ky mot ché pham nio dua ra kém
theo day nhu mot loai thudc, 16t hon 13 nhu mot loai thude thi y, thim chi tot hon 1a nhu
mdt vicxin. Hon nita, sdng ché con @& cap dén cach sir dung bét ky mot ché pham nao md
ta & day, dé diéu ché mot loai thube 1am gidm muc trAm trong ctia c4c triéu ching 1am sang
lién quan dén nhiém PCV2. Tét hon 13, loai thudc nay ding dé phong ngira nhiém PCV?2,

tham chi t6t hon 12 ding & lon,

Mbt khia canh khéc d& cap dén mot phuong phap dé (i) phong ngira nhiém bénh,
hodc tai nhim PCV2 hoic (ii) giam hodc loai trir cac triéu ching lam sang do PCV2 gay
ra, bao gém viéc str dung bét ky mot ché phém tao mién dich ndo dua ra kém theo déy véi

“mot dbi tuong cin dung ctia né. Tt hon 13, ddi twong nay 1a mot con lon. Tt hon 13, ché
phém tao mién dich duge sir dung trong bép. T6t hon 13 st dung mot lidu lwgng hoic hai
lidu lwong ché phdm tao mién dich, trong d6 t5t hon 1a mot 1iéu lwong bao gdm it nhit
khoang 2pg protein ORF2 ctia PCV2, thdm chi t6t hon 12 ndm trong khoang tir 2 dén 16pg,
va it nhét khoang tir 0,1 dén Smg Carbopol, t6t hon 13 khoang 1mg Carbopol. M6t khia
canh khac d& cap dén phuong phap didu tri nhu md ta & trén, trong d6 viée st dung 1an hai
cta ché phém tao mién dich duge thyc hién. T6t hon 13, viée st dung 14n hai nay dugc thuc
hién v6i cing mot loai ché phém tao mién dich, tot hon 13 ¢6 cuing mot lwgng protein ORF2
ctia PCV2. Tét hon 13, viée st dung 14n hai nay cling dugc thuc hién qua bép. T6t hon 13,
vige st dung 14n hai duoc thuc hién it nhét 14 ngay sau lan st dung dAu tién, tham chi t6t

“hon 12 it nht 4 tuln sau I4n st dung dau tién.

Theo mot khia canh khac, phuwong phéap diéu tri cling bao gdm viéc sir dung mot chit
kich thich mién dich. Tét hon 14, chét kich thich min dich néu trén duge sir dung it nhit
hai lAn. Tt hon 14, it nhét 3, t5t hon nita 12 it nhét 5 ngdy, tham chi 5t hon 14 it nhat 7 ngay
la khoang thoi gian gitta 1An st dung thtr nhit va 13n str dung th hai cia chit kich thich
mi&n dich. Tét hon 14, chét kich thich min dich dugc st dung it nhit 10 ngay, tot hon 1a
15, tham chi t6t hon 1a 20, tham chi t6t hon nita 13 it nhit 22 ngiy sau lan str dung déu tién
ctia ché phém tao mién dich ORF2 cua PCV2. Mot chét kich thich mién dich hay dung, vi
du 13 hemoxyanin bam 16 khoa (KLH), t6t hon 12 nhii hoa v&i ta chat Freund khong toan
ven (KLH/ICFA). Tuy nhién, tac gia sing ché & day hiéu rang bat ky mot chét kich thich

mién dich ndo khéc quen thudc véi chuyén gia sang ché ciing c6 the duge s dung. Vi€e sir
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dung chat kich thich mién dich v6i mot lidu lugng thich hop 1a kién thirc chung ctia chuyén

gia sang che.

Theo mot khia canh khéac, phuong phap diéu tri mé ta & trén cling bao gOm viéc st
dung khang thé PRRS. T4t hon 13, khang thé PRRS 13 IngelVac® PRRS MLV (Boehringer
Ingelheim). Tt hon 13, khang thé PRRS néu trén duoc st dung tam thoi sau viéc st dung

“ché phim tao mién dich cua protein ORF2 ctia PCV2.
Vi du thwe hién séng ché

Céc vi du dudi day dua ra cac vat liéu va cac quy trinh uu tién theo sang ché. Tuy
nhién, tic gia sang ché s& hiu rang cac vi du nay duogc dua ra chi dé 1am minh hoa, khong

c6 gi trong d6 duge cho 1a gidi han véi toan bo pham vi cua sang ché.
Vidul

Vi du ndy so sanh san lugng twong Gmg cua ORF2 sir dung cdc phuong phap cua
sang ché véi cac phuong phap di dé cap trong sang ché trude. Bén binh to 1000mL, mbi
binh dugc ciy xap xi 1,0x10° té bao Sf+/ml trong 300mL mdi truong con trung khong co

' huyét thanh, Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS). Mdi truong té bao chu duogc
coi nhu gdc cdy té bao chi SF+ (Spodoptera frugiperda), duong dan 19, Lot#N112-095W.
Céac t& bao nay thuong sinh ra gdc céy.té bao chu SF+ thu dugc tir Protein Sciences
Corporation, Inc., Meriden, CT. Dong té bao SF+ dung trong vi du ndy bi han ché giira
duong din 19 va 59. Céc dudng dan khéc s& phuc vu cho céc muyc dich cla sang ché, nhung
d8 ddy qua trinh diéu ché quy mo 16n 1én, thi cAn dén it nhit 19 dudng din va cic dudng
din sau dudng din 59 ¢6 thé c6 anh huong dén kha nang biéu hién, mic du didu nay khong
duge nghién ctru. Cu thé hon, moi truong té bao SF+ dAu tién tr nito dang 16ng duoc phat
trién trong mdi truong Excell 420 ¢ dang huyén phu trong cic binh to v tring véi may
quay lién tyc. Méi truong cay té bao nay dugc phat trién trong cac binh to c6 dung tich tir

'100mL dén 250mL véi tir 25 dén 150mL méi trudng Excell 420 khong c6 huyét thanh. Khi
c4c t& bao nay nhan 1én t6i mét do té bao 1,0 — 8,0 x 10° té bao/mL, ching dwgc chia ra cic
binh ma6i véi méat do t bao 12 0,5—1,5x 106 té bao/mL. Moi trudng sinh trudng sau dugc

phét trién trong cic binh to 6 kich thude ti da 36 lit hodc cac 10 phan L’fng sinh hoc bang
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thép khong gi c¢6 dung tich t8i da 300 lit trong khodng thdi gian tir 2-7 ngay & nhiét dd nim
“trong khoang tir 25 - 29°C.

Sau khi céy, cac binh nay dugc U & nhiét do 27°C trong 04 gid. Sau do, mdi mot
binh dugc cdy véi baculovirut tai t6 hop chra gen ORF2 cta PCV2 (SEQ ID NO: 4).
Baculovirut tai tb hop chira gen ORF2 cua PCV2 duogc sinh ra nhu sau: gen ORF2 cua
PCv2 tir dong Bic M§ ciia PCV2 1a PCR sao chép qua mitc dé chira mdt trinh ty 5' Kozak
(SEQ ID NO: 1) va mét vi tri 3' EcoR1 (SEQ ID NO: 2), duge céy vao vét truyén pGEM-
T-Easy (Promega, Madison, WI). Sau d6, né duoc cét bo tiép va cy phu vao vat truyén
van chuyén pVL1392 (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA). Phén cdy phu nay
duoc trinh bay & day 13 trinh tw SEQ ID NO: 7. Plasmit pVL1392 chira gen ORF2 ciia PCv2
duge goi 1aN47-064Y va sau do ddng dich chuyén v6i ADN cua baculovirut BaculoGold®
" (BD Biosciences Pharmingen) vao cac té bao con trung Sf+ (Khoa hoc Protein, Meriden,
CT) d sinh ra baculovirut tai td hop chira gen ORF2 cua PCV2. CAu triic méi ndy dugc
dua ra & dy 1a trinh tw SEQ ID NO: 8. Baculovirut téi t hop chira gen ORF2 cua PCV2
duoc tinh ché bang k¥ thuat tao mang va Virut cay chu (MSV) duge nhan gidng trén dong
t& bao SF+, duge phan chia ddu va giit & nhiét do -70°C. MSV dugc coi 1a baculovirut
ORF2 ctia PCV2 biing PCR-RFLP sir dung cAc tai liéu cu thé vé& baculovirut. Céc t€ bao
con tring dugc giy nhiém véi baculovirut ORF2 cia PCV2 @8 sinh ra MSV hoic Virut ciy
bibu hién khang thd ORF2 ctia PCV2 dugc phat hién béi khéng thé don dong hogc cic
khang thé don dong trong thi nghiém khang thé huynh quang giéﬁ tiép. Ngoai ra, tinh déng
»nhét cua baculovirut ORF2 cua PCV2 dugc xac nhan boi viée sép Xép trinh tu axit amin
1t thiic N-. MSV ctia baculovirut ORF2 ctia PCV2 ciing dugc thir nghiém d6 tinh khiét
theo 9 C.ER. 113.27 (c), 113.28, va 113.55. Mdi mét baculovirut tai t& hop duoc cly vao
c4c binh to ¢6 cac da nhiém khac nhau (MCIS). Binh 1 dugc ciy v6i 7,52mL cia 0.88 MO,
binh 2 duge cdy véi 3,01mL cita 0,36 MO binh 3 dugc cdy véi 1,5mL ciia 0,18 MOI va
binh 4 duge ciy v6i 0,75mL ciia 0,09 MOL Mot bidu d6 dong so 6 minh hoa cac budc co
ban thuong tao ra mot baculovirut tai t6 hgp ORF2 ctia PCV2 dugc dé xuit & day nhu &
Fig. 1.

Sau khi ciy véi baculovirut, cdc binh sau d6 dugce U & nhiét do 27 + 2°C trong 7

ngay va dugc quay voi téc do 100 vong/phut trong sudt thoi gian d6. Céc binh nay st dung
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céc ndp c6 16 thong hoi @& luu thong khong khi. Cir 24 gio, cic mau tir mdi binh dugc lay
ra cho 7 ngay tiép theo. Sau khi chiét, mdi mot mau dugc ly tAm, va ca vién két 13n nhitng
vién néi trén bé mit dwgc phan tach va sau d6 duoc vi loc qua mt mang ¢6 kich thudc 16

ndm trong khoang tir 0,45 — 1,0pum.

Cac mAiu thu duogc sau d6 dinh lugng lugng ORF2 c6 trong cac mAu ndy qua mot thi
nghiém ELISA. Thi nghiém ELISA dugc tién hanh véi khang thé b4t Pab IgG Prot. G &
lon khang PCV2 dugc tinh ché (pha lodng véi ty 1& 1:250 trong PBS) pha lodng vdi ty 18

- 1:6000 trong 0,05M dung dich dém Carbonat (pH 9,6). 100pL khang thé sau d6 dugc cho
vao cac khoang cua ban kinh vi chuin, dugc niém phong, va duge 0 qua dém & nhiét do
37°C. Ban kinh sau d6 dugc rira 3 13n v6i mot dung dich rira bao gém 0,5mL Tween 20
(Sigma, St. Louis, MO), 100mL 10X D-PBS (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA) va 899,5mL
nudce pha lodng. Sau d6, 250pL dung dich chan (tir 5g sita bot khong béo (Nestle, Glendale,
CA) trong 10mL D-PBS QS dén 100mL véi nuéce pha lodng) duge cho thém vao mbi mot
khoang. Budc tiép theo 12 rira ban kinh thi nghi¢m va sau d6 thém khang thé chua pha
loang. Khang théchua pha lodng dugc tao ra bang cach thém 200uL dung dich pha lodng
(0,5mL Tween 20 trong 999,5mL D-PBS) vao mbi mot khoang trén ban kinh pha lodng.
Miu thir sau d6 duoc pha lodng véi ty 18 1:240 va ty 18 1:480, va 100pL ctia mdi mot mau

'bpha lodng nay sau d6 dugc thém vao mdt trong cac khoang dAu trén ban kinh pha long (c6
nghia 13 mt khoang dAu nhan 100uL véi ty 1& pha lodng 1:240 va mét khoang dau khac
nhan 100pL véi ty 1€ pha lodng 1:480). Sau d6, tién hanh pha lodng cac khoang con léi cla
tAm bing cach 14y ra 100uL tur mdi mdt khoang ké tiép va chuyén sang khoang bén canh
trén ban kinh. M&i mét khoang dugc tron trude khi chuyén sang khoang khac. Rita tam thi
nghiém bao g0m viéc rira ban kinh ba 14n v6i dung dich dém rira. Tam sau d6 dugc niém
phong va 1 trong mét gio' ¢ nhiét d¢ 37°C trudce khi dugce rira 3 14n v6i dung dich dém rira.
Khéng thé tham do duge sir dung 12 khang thé don dong dén ORF2 ciia PCV2. Khang thé
ndy dugc pha lodng voi ty 1€ 1:300 trong dung dich pha lodng, va 100pL khing thé tham
dd pha lodng sau d6 dugc thém vao cdc khoang. Tam sau d6 dugc niém phong va U trong

'mdt gid & nhiét d6 37°C trude khi duoc rira 3 14n v6i dung dich dém rira. Chét pha lodng
lién hop sau do dugc didu ché bing cach thém huyét thanh thé thong thuong (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA) vao (iung dich pha lodng ndng d6 1%. Khang thé lién
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hop & dé (H+1)-HRP chéng chudt (Jackson Immunoresearch) dugc pha loéng trong chét
pha loang lién hop véi ty 1& 1:10.000. 100pL khang thé lién hop pha lodng sau d6 dugc
thém vio mdi mot khoang. TAm sau d6 duge niém phong va 1 trong 45 phit & nhiét do
'37°C trudce khi duge rira 3 14n véi dung dich dém rira. 100uL chit nén (TMB Peroxidase
Substrate, Kirkgaard va Perry Laboratories (KPL), Gaithersberg, MD), tron véi mot lugng
twong duong ctia Peroxidase Substrate B (KPL) dugc thém vao mdi mot khoang. TAm duge
1 & nhiét d6 phong trong 15 phut. 100pL dung dich IN HCL sau d6 duoc thém vio tit ca
c4c khoang dé ngin chin phén tng. TAm sau d6 duogce dua qua mot may doc ELISA. Cac

két qua cia thi nghiém nay duoc dua ra trong Bang 1 dudi dy:

Béng 1

Ngay “ Binh ORFz & dang vién két (ug) | ORF2 trong dich ndi (pg)
3 1 47,53 12
3 2 57,46 22
3 3 53,44 14
3 4 58,64 iz
4 1 43,01 44
4 2 | 65,61 62
4 3 70,56 32
4 4 64,97 24
5 1 31,74 100
5 2 34,93 142
5 3 47,84 90
5 4 55,14 86
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6 1 14,7 158
6 2 15,13 182
6 3 34,78 140
6 4 36,88 146
7 1 6,54 176
7 2 12,09 190
7 3 15,84 158
7 4 15,19 152

Céc két qua nay chi ra rang khi thoi gian 0 duge kéo dai, thi kha ning biéu hién ctia
ORF2 ra dich ndi cua céc té bao ly tim va méi trudong 16n hon kha ning biéu hién & dang
vién két ctia cac té bao ly tAm va mdi trudng. Theo dé, cho phép kha ning biéu hién ORF2
tiép didn trong it nhit 5 ngay va thu hdi ORF2 & dich noi hon 1a cho phép khd ning biéu
hién tiép dién trong it hon 5 ngay va thu hdi ORF2 tir cac té bao, tao ra mot mitc ting manh
vé san lugng ORF2, va budc cai thién dang ké hon cac phuong phap trude.

Vidu?2

Vi du ndy dua ra sb liéu vé mirc higu qué cita sing ché doi hoi & day. Mot binh to
1000mL dugc cdy véi xap xi 1,0x10° té bao Sf+/ml trong 300mL moi trudng Excell 420.
Binh ndy sau d6 duge @ & nhiét do 27°C va duge quay véi toe do 100 vong/phit. Tiép theo,
binh nay dugc cdy véi 10mL virut PCV2 ORF2/Bac p+6 (baculovirut tai t6 hop chira gen
ORF2 ctia PCV2 di qua thém 6 lan trong t& bao con trung S9) v6i 0,1 MOI sau khi 1 trong
24 gio.

Binh nay sau d6 dugc u ¢ nhiét 4o 27°C trong tdng cong 6 ngay. Sau khi 1, binh nay
dugc ly tdm va 3 mau thir thu dugc trén bé mit duge thu lai va duge 1am bt hoat. Mau thu

dwoc trén bé mit duoc 1am bét hoat bing cich dwa nhidt d6 1én 37 + 2°C. D4i voi mau thir
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dAu tién, 0,4M dung dich 2-bromoetylenamin hydrobromit dugc vong hoa thanh 0,2M
etylenimin nhi phan (BEI) trong 0,3N NaOH dugc thém vao trén bé mit dé tao ra SmM
ndng do cudi cung cta BEL D4i v6i mau thir thir hai, 10mM BEI duoc thém vao trén bé
mit. D6i voi m3u thir thir ba, khong thém BEI vao trén bé mit. Céc mAu thir nay sau dé
duoc khudy lién tuc trong 48 gid. 1,0M dung dich thiosulfat natri d8 tao ra 5mM ndng do
i thidu cudi cing duge thém vao d8 trung hoa bit ky mot BEI con lai nao. S6 lugng ORF2
trong mdi miu thtr sau dé dugce dinh luong st dung ciing mét quy trinh thi nghiém ELISA

nhu mé ta & Vi du 1. Céc két qua cua thi nghiém c6 thé duge thiy & Bang 2 dudi day:

Béang 2
Mau thir ORF?2 trong dich ndi (ug)
1 | 78,71
2 68,75
3 83,33

Vi du ny cho thiy rang trung hoa vé6i BEI khong loai bé hodc 1am giam lu(_mg san
phim protein ORF2 tai t6 hop ctia PCV2. Diéu nay dugc chirmg minh bang thuc té ring
khong mét nhiéu ORF2 & dich ndi tir nhiét 6 BEI hogc nhiét d6 dugc ting lén. Céc chuyén

gia sang ché s& nhan thdy ring ORF2 thu hdi 12 mot san phim protein bén vitng.
Vidu3

Vi du nay cho thiy rang sang ché duge nang 1én tir viée diéu ché quy m6 nho ORF2

41 t& hop ctia PCV2 1én viée didu ché quy m 16n ORF2 tii td hop cia PCV2. 5,0 x 10°
“bao/ml cita t& bao SF+/ml trong 7000mL méi trudng Excell 420 duge cdy trong mét 10 phin
g sinh hoc Applikon ¢ dung tich 20.000mL. Moéi trudng va cac t& bao sau d6 dugc i &
nhiét d§ 27°C va dugc quay v6i tdc @6 100 vong/phit trong 68 gid tiép theo. Tai gi® thir
68, 41,3mL baculovirut MSV+3 cua ORF2 ciia PCV2 dugc thém vao 7000mL moéi truong
ExCell 420. Hon hop tong hop nay sau d6 duge thém vao 10 phan ng sinh hoc. Trong 7
ngdy tiép theo, hdn hop duge i ¢ nhiét d6 27°C va dugc quay voi tbc do 100 vong/phit.
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Ct 24 gid, cac mAu thir tir 10 phan tmg sinh hoc dugce chiét ra & ngay thir 4, sau khi gay

“nhién, va mdi mot mau thir duoc ly tAm. Dich ndi trén bé mit cua cdc mau thir duoc bao

quén va lugng ORF2 sau d6 dugc dinh lugng st dung phuong phap mat d6 SDS-PAGE.

Céc két qua ciia phwong phép nay c6 thé Cﬁrcyc thdy trong Bang 3 dudi day:

Bang 3
Ngay sau khi giy nhiém ORF?2 trong dich ndi (ng/mL)
4 29,33
5 41,33
6 31,33
7 60,67

Vidu4

Vi du nay thir nghi€m hiéu qua cua 7 vécxin thir nghiém PCV2 va xac dinh giéi han

hiéu qua sau khi thé hién trén dong virut ciia PCV2. Mot trdm linh tAm (108) cesarean bt

ngudn tir sita non cta lon (CDCD), tir 9-14 ngay tudi, dugc chia ngau nhién thanh 9 nhom

c6 kich thude twong duong. Bang 4 dua ra dé cuong nghién ctru chung cho Vi du nay.

Bang 4. Dé cuong nghién ctru chung

Phan Umg
) KLH/ICFA \

So Ngay v6i PCV2 | MO xé4c
e .| Ongaytha

Nhom | con Thudc diéu tri diéu co virut & | & ngay
. 21 va ngay

lon tri ngay the | thuo 49

thtr 27
24
Viacxin PCV2s6 1 -
1 12 0 + + +
(vORF2 16pug)
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Vécxin PCV2 s6 2 —
2 12 0
(VORF2 8pg)
Vécxin PCV2 s6 3 —
3 12 0
(VORF2 4pg)
Vécxin PCV2 s6 4 —
4 12 0
(vORF2 16pg)
Vécxin PCV2 86 5 —
5 12 0
(VORF2 8ng)
Vécxin PCV2 s6 6 —
6 12 , 0
(VORF2 4pg)
Vécxin PCV2 s6 7 — (virut
7 12 ) 0
toan bd t€ bao bi ti€u diét)
8 12 | Kiém tra khong phin tmg | N/A
Nhém kiém tra 4m khong
9 12 N/A
nghiém ngat

VORF?2 = ORF?2 virut tach ra; rORF2 = baculovirut t4i t5 hop biéu hién ORF2; virut toan bd t& bao bi tiéu

diét = virut PCV2 16n 1én trong mdi trudng céy té bao thich hop

B4y nhom (tr nhém 1-7) nhén lidu lwong polypeptit ORF2 ctia PCV2, mot trong

nhitng nhém hoat dong nhuw mot phwong phap phong trir quyét dinh va khong nhan ORF2

ctia PCV2, va nhém khac hoat dong nhu mdt nhom phong trir 4m va cling khong nhén

ORF?2 ctia PCV2. Vio ngay 0, cac nhom tir 1-7 duge xit Iy v6i vicxin 4n dinh. Lon & nhom

7 dwgc xt 1y v&i lidu lugng cao vao ngdy 14. Lon duoc quan st nhitng két qua c6 hai va

nhitng phan Ung tai vi tri gay nhiém sau khi tiém chung va vao ngay 19, lon dugc dua sang

vi trf nghién ctru thit hai. Tai vi tri nghién ctru thir hai nay, cdc nhém tir 1-8 1a nhém & trong

mot tod nha trong khi nhém 9 & mdt toa nha riéng biét. Tét ca s6 lon ndy nhan hemoxyanin
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bam 16 khod (KLH)/ta chét Freund khong toan ven (ICFA) vao ngay 21 va 27 va vao ngay
24, cac nhém tir 1-8 dugc thir véi PCV2 virut.

Trude va sau khi thit, cac miu mau dugc thu thap dé do huyét thanh PCV2. Sau khi
thir, s6 liéu v thé trong dé x4c dinh muc ting trong trung binh hang ngay (ADWQG), va cac
tridu chirmg 14m sang, cling nhu cac mAu gac ¢ miii & x4c dinh sy roi xudng miii cia PCV2,
duoc thu thip. Vao ngay 49, tAt ca nhitng con lgn con sbng sot duoc md xéc, phéi duoc do
muc thuong tdn, va cac md chon loc dugce bao quan trong formalin dé thir nghiém md hod
hoc mién dich (IHC) vao mét ngay sau do.
Céc tai liéu va phuong phéap
P4y 12 mdt nghién ctru kha thi vé viéc ding vécxin che timg phin tién hanh & lon
CDCD, tir 9 dén 14 ngay tudi vio ngay 0. DPé dua vao trong nghién ctru, muc chuén IFA
cia PCV2 ciia lon ci 12 < 1:1000. Ngoai ra, tinh trang huyét thanh cuda lgn cai dugce léy tu
“dan lon 4m tinh v6i PRRS. Hai muoi tém (28) con lon cai dugc thir nghiém tinh trang huyét
thanh PCV2. Mudi b6n (14) con lgn céi c6 mirc chuin PCV2 <1000 va dugc chuyén sang
vi tri nghién clru dau tién. Mot tram mudi (110) con lgn con dugc phiu thudt va dugce dﬁng
dé nghién ctru vao ngiy -4. Vio ngdy -3, 108 con lgn CDCD & vi trf nghién ctru dau tién
duge can, duge nhan dang v6i cai thé deo trén tai, bi chan boi vat nang va dugc dua ngiu
nhién vao cac nhém tir 1-9, nhu trinh bay ¢ trén trong bang 4. Néu trong bat ky mdt cudc
hop nao vé dong vat thit nghiém, tiéu chi dua ra duoc ghi trong nghién ctru va sau do duoc
loai ra vi bét ky ly do nao, thi nguodi nghién ciru va ngudi gidm sat thdo luin dé xac dinh
viéc st dung sb lidu thu thap tir dong vét trong phén tich cudi cing. Ngay dua lon con vao
nghién ctru bi loai ra va ly do loai ra ndy dugc ghi trong tai li€u. Ban dau, khong c6 lon céi
"nao bi loai ra. Téng s6 108 trong s6 110 con lon duge ngdu nhién chuyén sang mét trong
$6 9 nhém vao ngay —3. Hai con lgn nho nhét (S6 17 va 19) khong dugc chuyén sang mot
nhém va duoge ding @ du phong, néu cin. Trong subt qua trinh nghién clru, mot vai dong
vat bi loai ra. Con lon s6 82 (Nhém 9) vao ngay -1, Con lon 56 56 (Nh(')‘m 6) vao ngay 3,
Con lon s6 53 (Nhém 9) vao ngay 4, Con lon s 28 (Nhém 8) vao ngay 8, Con lon s6 69
(Nhém 8) vao ngay 7, va Con lon s6 93 (Nhém 4) vao ngay 9, lan luot tir vong trudce khi

ding vécxin. Sau con lon ndy khong dugc dua vao trong ket qua nghién ciru cudi cung.
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Con lon s6 17 (mot trong sb nhitng con lon dy phong) duoc dwa vao Nhom 9. Con lon du

phong con lai, con lon s 19, duge loai ra khoi nghién clru.

Céc hop phan dua ra cho mdi nhom nhu sau: Nhém 1 du kién s& dung 1ml ORF2
virut (VORF2) chita 16pg ORF2/ml. Hop phan nay dugc diéu ché bang céch tron 10,24ml
ORF?2 virut (256pg/25ug/ml = 10,24ml vORF2) vé6i 3,2ml cta 0,5% Carbopol va 2,56ml
mudi dém photphat c6 ndng d6 pH 14 7,4. Cch lam nay tao ra 16ml hop phan cta nhém 1.
Nhém 2 du kién s& dung lml.VORF2 chira 8pg vORF2/ml. Hop phﬁn' nay dugc didu ché
bing cach tron 5,12ml vORF2 (128pg/25pg/ml = 5,12ml vORF2) véi 3,2ml cua 0,5%
Carbopol va 7,68ml mubi dém photphat c6 ndng do pH 1a 7,4. Cach 1am nay tao ra 16ml

| hop phan ctia nhém 2. Nhém 3 du kién s& dung 1ml vORF2 chia 4pg vORF2/ml. Hop
phan nay dugc didu ché bing cach tron 2,56ml VORF2 (64pg/25pg/ml = 2,56ml vORF2)
v6i 3,2ml cua 0,5% Carbopol va 10,24ml mudi dém photphat c¢6 ndng @6 pH 1 7,4. Cach
lam nay tao ra 16ml hop phan cho nhém 3. Nhém 4 du kién s& ding 1ml ORF2 tai t6 hop
(rORF2) chira 16pg rORF2/ml. Hop phin nay duoc didu ché bang cach tron 2,23ml rORF2
(512pg/230pg/ml = 2,23ml rORF2) v6i 6,4ml cia 0,5% Carbopol va 23,37ml mubi dém
photphat ¢6 nong @ pH 1a 7.4. Cach lam nay tao ra 32ml hop phin cho nhém 4. Nhém 5
du kién s& dung 1ml rORF2 chtta 8ug rORF2/ml. Hop phin nay dwogc didu ché bang cach
tron 1,11ml rORF2 (256pug/230pg/ml = 1,11ml rORF2) véi 6,4ml cua 0,5% Carbopol va
24 49ml mudi dém photphat c¢6 ndng d6 pH 1a 7,4. Cach lam nay tao ra 32ml hop phan cho
| nhém 5. Nhém 6 du kién ding 1ml rORF2 chira 8ug rORF2/ml. Hop phin nay duoc didu
ché bing cach tron 0,56ml rORF2 (128pg/230pug/ml = 0,56ml rORF2) v6i 6,4ml clia 0,5%
Carbopol va 25,04ml mubi dém photphat c6 ndng d6 pH 1a 7,4. Cach lam nay tao ra 32ml
hop phan cho nhém 6. Nhém 7 du kién dung 2ml vicxin toan bd té bao bi tiéu diét ciia
PCV2 (PCV2 KV) chita MAX PCV2 KV. Céch 1am nay dugc diéu ché bing cach tron 56ml
PCV2 KV véi 14ml cua 0,5% Carbopol. Cach lam nay tao ra 70ml hop phan cho nhém 7.
Cuéi cing, nhém 8 du kién ding KLH véi liéu lugng 0,5pg/ml hodc 1,0ug/ml/2ml. Céch
lam nay duogc didu ché bang cach tron 40,71ml KLH (7,0pg protein/ml véi lidu lugng
0,5ug/ml = 570ml (7,0pg/ml)(x) = (0,5)(570ml)), 244,29ml mubi dém photphat c6 néng do
pHI1a74,va285mlta chét Freund. Bang 5 mo ta khung thoi gian cho cac hoat dong chinh

ctia Vi duy nay.
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Bang 5. Cac hoat dong cia nghién ctu

Ngay nghién cliru Hoat dong nghién ciru
4,0 dén 49 Quan sat tdng thé strc khoé va cac triéu chirng 1am sang
Can; Ngau nhién hoa chia thanh cac nhém; Thu thép cac mAu méu tir
-3

tat ca cac con lon

0 Kiém tra sttc khoé; Lan luot cho cac Nhom tir 1-7 dung IVP tir s6 1-7
0-7 Quan sat cac con lon dé phan Gng vi tri gy nhiém
Cho nhém 7 ding vécxin sb 7 ctia PCV2; Cac mau fnéu tir tAt c4 cac
14 con lon
14-21 Quan sat nhom 7 d& phan tmg vi tri gdy nhiém
16-19 Cho céc con lon ding khang sinh (mét s6 ligu)
Céc con lon dugce chuyén tur vi tri thir nghiém dau tién sang vi tri thir
v nghiém tht hai
21 Cho céc nhém tir 1-9 dung KLH/ICFA
y Thu thap cdc miu mau va mAu gac & mili tir tht ca cac con lon; Can tat

ca cac con lon; Cho cac nhom tir 1-8 dung thi PCV2

25,217,129, 31, 33,
35,37, 39,41, 43,

Thu thip c4c mau gac & mili tr tat cd cdc con lon

45, 47
27 Cho céc nhom tir 1-9 dung KLH/ICFA
31 Thu thap céc mau mau tr tAt ca cac con lon
49 Thu thép céc mAiu mau va gac & mii tir tat ca cac con lon; Can tht ca

céc con lon; Mo x4c tat ca cac con lgn; Nhitng ton thwong nang thuong
nam trén cac cho loét vang da va ¢ da day; Phoi dugc do mirc ton
thuong; C4c mau md sach va cac mau mo co dinh bing formalin duoc

bao quan; Giai doan song cua nghién ctiru hoan tat
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Sau khi hoan tit giai doan séng ctia nghién ctru, cac mé c¢b dinh biang formalin dugc

'nha nghién ctru bénh hoc xét nghiém bing mo hod chit mién dich (IHC) dé tim ra khang

thé PCV2, c4c mAu mau duoc ude lugng mie huyét thanh PCV2, cac miu gac & miii duoc

udce lugng mice roi PCV2, va mirc tdng tr()hg trung binh hang ngay (ADWG) dugc xac dinh
tr ngay 24 dén ngay 49. |

Céc dong vat ¢ vi tri nghién ciru dAu tién trong cac chudng riéng biét & 5 phong tir
I sinh ra dén x4p xi 11 ngdy tudi (x&p xi ngay 0 ctia nghién ciu). M&i mét phong gidng
nhau vé cach bay tri va bao gbm cac chudng bang thép khong gi duoc xép riéng v&i khong
khi dugc lam néng va duogc I(_)é, duoc cung cap riéng 1€ t6i ting don vi tach biét. M5bi mot
phong c6 mot hé thng sudi va thong gi6 riéng, do d6 phong nglra lay nhiém khong khi
gifta cac phong. Céac d6ng vat & trong hai tod nha khac nhau & vi tri nghién ctru thir hai.

Nhém 9 (Nhom kiém soét 4m tinh nghiém ngit) ¢ riéng trong mét toa nha méi dugc hoan
thanh chuyén di va cac nhém tir 1-8 & trong mot toa nha danh cho dong vét giai doan bu
me mai dugc chuyén dbi. Mdi mét nhdm dwge & trong mot trai riéng (tir 11-12 con lon/trai)
va moi mot trai danh xép xi 3,0 Ft¥/con lon. Mdi mot trai & trén mot tﬁng cao ¢6 san bang
nhua. Mt céi hé duéi cac trai c6 tdc dung nhu mot thung chira phan va réc thai. Mbi mot
tod nha c6 mot hé théng sudi va thong gi6 riéng cua nd, voi it kha ning lay nhiém khong
khi gitta c4c toa nha.

O vi tri nghién ctu dau tién, cac con lon con dugc dn mot khéau phﬁn sita c6 cong
thirc dic biét tir khi sinh ra dén x4p xi 3 tudn tudi. TAt ca s lon con nay s& dung mdt loai

thyc phém rén, dugc tron dic biét vao ngay 19 (xdp xi 412 tun tudi). O vi tri nghién ciru
thi hai, tat ca sb lon con duge in mdt thue phém tron khong tAm thudc c6 sin dé ban thich
hop v6i d6 tudi va cin ning ciia chiung, mét cach tuy y. Nuée ¢ ca hai Vl tri nghién ctu
cling c6 thé ding, mdt cach tuy y.

Tht ca s6 lon thir nghiém dwge dung Vitamin E vao ngay -2, gdy nhidm chia sét vao
ngdy -1 va ding NAXCEL® (1,0mL, IM, vao dui luan phi€n) vao cic ngay 16, 17, 18 va
19. Ngoai ra, con lgn s6 52 (Nhém 9) dwgc gy nhiém chira sit vao ngay 3, con lon 86 45
(Nhém 6) dugc giy nhiém chira sit vao ngay 11, con lon s6 69 (Nhém 8) dugc dung

NAXCEL® vao ngy 6, con lon s& 74 (Nhém 3) duge dung dexametazon va penixilin vao
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ngay 14, va con lon s6 51 (Nhém 1) duge dung dexametazon va penixilin vio ngay 13 va

dung NAXCEL® vao ngay 14 vi mot s6 Iy do vé strc khoe.

Khi & cé hai vi tri nghién ciru, cac con lon duoc chdm soc thu y. Kiém tra strc khoé
dong vat dugce tién hanh vao ngdy 0 va dugc luu lai trong mau hd so kiém tra strc khoé. Tat
ca cac dong vat ¢ trong tinh tfe_mg strc khoé va dinh dudng tdt trude khi dung vécxin nhu
dwoc x4c dinh bang quan st vao ngay 0. T4t ca cac dong vat thir nghiém dugc quan sat co
tinh trang sttc khoé va dinh dudng tt trude khi thir nghiém. Xac va mé dong vat duge sap

xép. Sép xép cudi cung céc dong vat nghién ciru dugce luu lai trén ho so sap xep dong vat.

Vo ngay 0, cdc con lgn & cac nhém tir 1-6 nhén 1,0mL Vécxin PCV2 tir 1-6, mot
cach 1an luot, IM & ving cb trai st dung 6ng tiém khod Luer vo trung dung tich 3,0mL va
mot kim tiém v tring 20g x 1/2". Cac con lon & nhém 7 nhan 2,0mL IM Vécxin PCV2 56
7 & viing b trai st dung dng tiém khoa Luer v6 trung dung tich 3,0mL va mot kim tiém v
tring 20g x 1/2". Vao ngay 14, cac con lon ¢ nhom 7 nhan 2,0mL IM Vécxin PCV2sb 7 &
ving ¢ phai st dung dng tiém khoa Luer vo tring dung tich 3,0mL va mot kim tiém vo

trung 20g x 1/2".

Vao ngay 21, tAt c4 sb lon thu nghiém nhén 2,0mL IM KLH/ICFA ¢ ving dui phai
st dung dng tiém khoa Luer vo trung dung tich 3,0mL va mot kim tiém vo trang 20g x 1"
Vo ngdy 27, tht ca sb lon thir nghiém nhan 2,0mL KLH/ICFA & ving dui tréi sir dung ong

tiém khoa Luer vo trung dung tich 3,0mL va mot kim tiém vo trung 20g x 1"

Vio ngay 24, cdc con lgn ¢ cac nhém tir 1-8 nhén 1,0mL IM Vefl‘t liéu thir nghiém
PCV2 ISUVDL (5,11 logio TCIDso/mL) & ving cb trai st dung 6ng tiém khoa Luer v
tring dung tich 3,0mL va mét kim tiém v tring 20g x 1". Thém 1,0mL cia cung mot vat
liéu dugc ti€m vao mdi mdt con lon (0,5mL/16 miii) st dung 6ng tiém khoa Luer v0 trung

dung tich 3,0mL va dng thong do mili.

S4 lon thir nghiém duge quan sat sic khoé tdng thé va cac két qua bat loi hang ngay

vao ngay -4 va tir ngay 0 dén ngay 19. C4c quan st ndy dugc ghi lai trong hd so quan sat
| lam sang. T4t ca s6 lon thir nghiém dwgc quan sat tir ngay 0 dén ngay 7, va nhém 7 duge
quan sat thém tir ngay 14 dén ngay 21, dé phan Gng vi tri gy nhiém. Mrc ting trong trung

binh hang ngay dugc xéac dinh bang cach can timg con lon trén mot cai cén dugc dinh c&
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vao cac ngay -3, 24 va 49, hodic vao ngdy ma mot con lon bi phat hién 1a tir vong sau khi
thtt nghiém. Thé trong dugc ghi lai trén méu thé trc)ng. Thé trong vao ngiy —3 dugc dung
d8 han ché s6 lon trude khi chia ngau nhién. S§ lidu vé trong luong vao ngdy 24 va ngay
49 duoc dung dé xac dinh mic ting trong trung binh hang ngay (ADWG) cho ting con lgn
trong sudt cac diém thoi gian nay. D4i v6i nhitng con lon tir vong sau khi thir nghiém va

trude ngay 49, ADWG duoc didu chinh dé mé ta ADWG tir ngly 24 dén ngay tir vong.

Pé x4c dinh huyét thanh PCV2, toan by mau trong tinh mach duge thu thap tir timg
con lon con tlr xoang tinh mach cua 5 mét vao cac ngdy -3 va 14. Ddi véi timg con lon con,
mau dugc thu thap tir xoang tinh mach cua b mét bang cach cam mot 6ng mao din v tring
vao gifra khoé mét clia mot mét va hat xp xi 3,0mL téng lugng méu vao mot 6ng tach
huyét thanh ¢6 dung tich 4,0th (SST). Vao cic ngay 24, 31, va 49, toan b luong mau
trong tinh mach tir ting con lon duge thu thép tu tinh mach chu trude st dung mét kim
tiém v6 trung Vacutainer kich thuéc 18g x 1 1/2” (Becton Dickinson va Cong ty, Franklin

| Lakes, New Jersey), mot hop dung kim Vacutainer va 13mL SST. Viéc thu thdp mau tai
timg diém thoi gian dugc ghi lai trén hd so thu thap miu. Mau trong timg SST duoc cb lai,
tung SST sau d6 duoc déc xudng va thu dugc huyét thanh. Huyét thanh thu duoc dugc
chuyén sang mot 6ng vo trung va gilt & nhiét d§ -70£10°C cho dén khi dugc thir nghiém
vao mot ngay sau do. Cac mAu huyét thanh dwgc nhan vién BIVI-R&D thir nghi¢ém aé co
khang thé PCV2.

Céc con lon duoc quan sat mot 1an hang ngay tr ngy 20 dén ngay 49 dé phat hién
nhitng tridu chimg 14m sang va cic quan séat 1dm sang dugc ghi lai trén hd so quan sat 1am

sang.

D& thir nghiém su phat tdn qua mili cia PCV2, vao cic ngay 24, 25, va sau d6 la tat
¢4 c4c ngay nghién ctru 1¢ khic cho dén va bao gdm ca ngdy, mot miéng gac vo tring béng
soi tdng hop duoc nhét vao trong miii, hodc 12 15 mii tréi, hodc 1216 miii phai cla mdi mot
con lon (1 miéng gac/1 con lgn) & mirc vd tring c6 thé, ngody xung quanh 16 miii trong vai
gidy va sau do bo di. M&bi mot miéng gac sau d6 duge dit vao trong 6ng nghiém khoa nép
v trung chira 1,0mL méi truong EMEM v6i 2% IFBS, 500 don vi/mL Penixilin; 500pg/mL

Streptomyxin va 2,5pg/mL Fungizon. Miéng gac bi lam vun ra trong dng nghiém, va éng
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nghiém duge niém phong va dén nhan thich hgp véi sb thi tu ctia dong vat, ) nghién cuu,
ngdy thu thp, ngay nghién ctru va "miéng gac mili. Ong nghiém niém phong dugc gilt &
nhiét do —40+10°C cho dén khi duogc chuyén qua dém trén da dén BIVI-St. Joseph. Céc
mau thu thap miéng gac miii dugc ghi lai trén mau thu thdp mAu miéng gac. BIVI-R&D
ti&n hanh tach virut v& mit sé luong (VI) thit nghiém PCV2 trén cic mAu gac miii. Céc két
quéa duoc thé hién trong cac gié tri logio. Gia tri log 1,3 hodc thAp hon dwoc coi 12 &m tinh

va bit ky mot gié tri ndo 16n hon log 1,3 dugc coi la duong tinh.

Céc con lon tr vong (sé 28,52, 56, 69, 82, va 93) & vi tri nghién clru dau tién dugc
mé xdc dén mirc cAn thiét dé xac dinh phép chudn doan. Nhing tén thuong 16n dugce ghi
lai va khong c6 m6 nao dugc luu lai tir nhitng con lon nay. O vi tri nghién ctru thir hai, cac
con lon tir vong trude ngay 49 (sé 45,23, 58, 35), cac con lon dugc phat hién tr vong vao
ngay 49 trude khi tir vong khong dau don (s6 2, 43) va c4c con lon tir vong khong dau dén
vao ngay 49 dugc md xac. TAt ca cac ton thwong 16n duge ghi chép va phan trim thuy phdi

bi ton thwong dugce ghi lai trén mAu ho so md x4c.

T mdi mot con lon trong $6 103 con lon duoc mb xac O vi tri nghién ctru thit hai,
mo6t mau mo6 cliia amidan, phéi, tim, gan, u bach huyét & mang treo rudt, than va u bach
huyét & ben duge dit vao mot binh riéng v6i 10% formalin dém; trong khi @6 ééc mau md
Kkhéc tir cac té bao di néi & trén dugc dit vao mot Whirl-pak (M-Tech Diagnostics Ltd.,

“Thelwall, UK) va mdi mot Whirl-pak dugc dat trén da. MJbi mbt binh dugc din nhan thich
hop. Cac mau thu thap dugc ghi lai trén miu b4o cio md x4c. Sau d6, cac miu md duge cb
dinh bing formalin va mdt miu yéu cAu chin doan dwoc dwa ra dé thir nghiém IHC. Thu
nghiém THC duoc tién hanh theo cac quy trinh tiéu chuén ISU cua phong thi nghi¢m aé
nhan méu cac miu, miu va chudn bi ban kinh, va cc k¥ thudt giy nhiém. Cac md lanh
trong Whirl-pak mang céc bao da dén may giam sat nghién ctru dé cét trix (¢ nhiét do -
70°+£10°C) va c6 thé sir dung sau ndy. Céc mo duge ¢b dinh bang formalin dwgc nha nghién
ctru bénh hoc kiém tra dé tim ra PCV2 bang IHC va dugc cho diém st dung hé théng cho
diém duéi day: 0 = khong c6 gi; 1 = gy nhiém dwong tinh it, tai mot vai vi tri; 2 = gy
nhidm dwong tinh vira phai, tai nhidu vi trf; v 3 = gdy nhiém duong tinh nhiéu, lan rong

~qua toan by md. Do thuc té rang nha nghién cru bénh hoc khong thé phan biét rd rang LN
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& ben tr LN ¢ mang treo rudt, nén céc két qua cua cac mo6 ndy duge dan nhén don gidn la

U Bach huyét va cho diém cao nhét cho mot trong hai m6/ddng vét.
Két qua

Céc két qua cho vi du ndy dugc dua ra dudi day. Két qua cho thdy mét con lon tir

‘nhém 9 tir vong trude ngdy 0, va thém 5 con lgn tir vong sau khi dung vécxin (1 con tir

nhém 4; mot con tir nhém 6; 2 con tir nhom 8; va 1 con tir nhém 9). Viée kiém tra sau khi

t vong cho thay tAt ca sau con lon tr vong do nim & khu vue nhiém bénh khong duge su

dung vicxin hoic PMWS. Ngoai ra, khong c6 két qua bat lgi ndo hodc phan tng tai vi tri
nhiém bénh nao duwoc ghi lai voi tAt ca cac nhom.

Céc két qua ting trong trung binh hang ngdy (ADWG) duoc dua ra dudi day trong
bang 6. Nhom 9, nhém kiém sodt 4m tinh nghiém ngit, c6 ADWG cao nhat (1,06 £
0,171bs/ngay), theo sau 1a nhém 5 (0,94 = 0,221bs/ngay), nhom nhan mot liéu luong 12 8pg
rORF2. Nhém 3, nhém nhan mét lidu luvong 1a 4pg vVORF2, c6 ADWG thip nhit (0,49 +
0,211bs/ngay), theo sau 1a nhém 7 (0,50 + 0,15lbs/ngdy), nhém nhén 2 lidu vécxin lam tir

-vong dong vat.

Bang 6. Tém tit mirc ting trong trung binh hang ngay theo nhém (ADWG)

ADWG - Ibs/ngy (Tir ngay 24 dén
Nhém Bién phap xtr ly N | ngay 49) hoic diéu chinh & lon tir
vong trudce ngay 29
1 vORF2 — 16pg (1 lidu lugng) 12 0,87 £ 0,29 Ibs/ngay
2 | vVORF2 - 8pg (1 lidu lwong) 12 0,70 + 0,32 Ibs/ngay
3 | VORF2 —4pg (1 lidu lugng) 12 0,49 + 0,21 lbs/ngay
4 | tORF2 — 16pg (1 liéu lugng) 11 0,84 + 0,30 Ibs/ngay
5 rORF2 — 8pg (1 lidu lwong) 12 0,94 + 0,22 lbs/ngay
6 |tORF2—4pg (1 liduluong) | 11 0,72 + 0,25 Ibs/ngay
7 | KV (2 lidu lrong) 12 0,50 0,15 lb}s/ngéy
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8 Kiém soat thir nghiém 10 0,76 + 0,19 lbs/ngay
9 Kiém soat Am tinh nghiém ngit 11 1,06 + 0,17 Ibs/ngay

vORF2 = ORF2 virut dugc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién ctia baculovirut téi to hop, virut toan b té bao
bi tiéu diét = virut PCV2 phat trién trong mdi trudng cy té bao thich hop
Céc két qua huyét thanh cia PCV2 dugc dua ra dudi ddy trong Bang 7. Tét ca chin
nhém huyét thanh am tinh v6i PCV2 vao ngay -3. Vao ngay 14, tAt ca cac nhom nhan
véexin VORF?2 ¢6 mitc chudn cao nhét, trong pham vi tr 187,5 dén 529.2. Céc con lgn nhan
vAcxin virut tiéu diét c6 mirc chuin cao nhét tiép theo, theo sau 1a cAc nhém nhan vécxin
rORF2. Céc nhém 8 va 9 vAn huyét thanh Am tinh vao thoi diém nay. Vao ngdy 24 va ngay
31, cic con lon nhan vicxin vORF2 tiép tuc cho théy c6 phan ung huyét thanh manh, theo
s4t 13 nhém nhén 2 1idu vicxin virut tiéu diét. Cac con lon nhan vécxin rORF2 c6 phan ting
huyét thanh chAm hon va cac nhém 8 va 9 tiép tuc huyét thanh am tinh. Vao ngay 49, cic
con lon nhan vicxin vORF2, 2 lidu vécxin virut tiéu diét va lidu rORF2 thap nhét biéu hién
phan Ung huyét thanh manh nhét. Cac con lon nhan 16ug va 8ug vécxin TORF2 ¢6 mirc
chudn IFA cao hon mdt chit so v6i kiém soat thir nghiém. Nhom 9 vao ngay 49 biéu hién

phéan tmg huyét thanh manh.
Béng 7. Tém tét mic chuin IFA ctia PCV2 theo nhém

MUC CHUAN IFA TRUNG BINH

Ngay | Ngay | Ngay | Ngay Ngay

Nhom Bién phap xt ly
. -3 14 24 31** 49k

1 | vORF2—16pg (1 lidulugng) | 50,0 | 529,2 | 4400,0 | 7866,7 | 11054,5

2 | VORF2-8pg(llidulugng) | 50,0 | 500,0 | 3466,7 | 6800,0 | 101818

3 VORF2 — 4pug (1 lidu lwong) | 50,0 | 187,5 | 1133,3 | 5733,3 | 93333

4 | rORF2-16pg (1 lidulugng) | 50,0 | 95,5 | 1550,0 | 3090,9 | 8000,0

5 rORF2 — 8ug (1 liduluong) | 50,0 | 75,0 | 8875 | 2266,7 | 7416,7

6 rORF2 — 4ug (1 lidu lwvong) | 50,0 | 50,0 | 550,0 | 3118,2 | 10570,0
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7 KV (2 lidu luong) 50,0 | 2042 | 3087,5 | 4620,8 | 8680,0

8 Kiém soat thir nghiém 50,0 | 55,0 50,0 50,0 5433,3

9 Kiém soat 4m tinh nghiém ngat | 50,0 59,1 59,1 54,5 6136,4

vORF2 = ORF?2 virut dugc tich; rORF2 = ORF2 biéu hién ctia baculovirut tai t6 hop; virut toan bo té bao
bi tiéu diét = virut PCV2 phéat trién trong moi trudong ciy té bao thich hop

* Pbi v6i muc dich tinh todn, muc chuén IFA <100 duogc goi 1a muc chudn "50"; muc chudn IFA >6400
. dugc goi 1a muc chuén "12,800".

** Ngay thir nghiém

%% Ngay mb x4c

Céc két qua tir quan sét trén 14m sang sau khi thir nghiém duoc dua ra dudi day trong
bang 8. Bang tom tat cic két qua nay bao gém viéc quan sat 16i sinh hoat bat thuong, ho
hép, ho, tidu chay bét thudng. Bang 9 bao gdm céc két qua tir bang tém tit toan b pham vi
anh hudng ctia c4c triéu chimg 1am sang ctia nhém va bang 10 bao gdm cac két qua tir bang
t6m tit ty 18 tir vong cia nhém sau khi thir nghiém. Triéu chimg 1dm sang phé bién nhat ghi
trong nghién ctru nay 1a anh hudng bat thuong, duoc cho 1a nhe d61 vé6i trang thai hon mé
nghiém trong. Cac con lgn nhin 2 liéu vORF?2 it hon, c4c con lon nhan 16pg tORF2 va cac

“con lon nhén 2 lidu vécxin KV ¢6 ty 1& anh huéng >27,3%. Céc con lon nhén 8pg rORF2
va nhém kiém soat 4m tinh nghiém ngit khong co tac dong bét thuong. Khéng c6 mdt con
lon nao trong nghién ctru nay co bidu hién ho hip bit thuong. Chimg ho duge ghi chép
thuong xuyén trong tAt ca cdc nhém (nim trong khoang tir 0 dén 25%), nhu 12 bénh tiéu
chay (0-20%). Khong c6 tridu chimg 14m sang nao dwgc ghi chép la ddc trung bénh cho
PMWS.

Anh huodng toan bd cia cée triu chimg 1am sang khac nhau gifta cic nhém. Nhom
nhén vécxin vVORF2, nhém nhén 16pg rORF2, nhom nhan 2 lidu vicxin KV va nhém kiém
soat thir nghiém c6 anh hudng cua toan bd céc tricu ching 1am sang cao nhit ( >36,4%).

'Nhém kiém so4t 4m tinh nghiém ngjt, nhoém nhén 8pug rORF2 va nhém nhan 4pg rORF2
¢6 tng ty 18 anh hudng cia céc tridu chimg 1am sang 1a 0%, 8,3% va 9,1%, mét cach lan

luot.
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Tdng ty 1& tir vong gitra cac nhom ciing khdc nhau. Nhom nhén 2 lidu véc xin KV
cd ty 1€ tir vong cao nhét (16,7%); trong khi cAc nhém nhén 4pg vORF2, 16pg rORF2, hodc
8ug rORF2 va nhom kiém soat Am tinh nghiém ngit ¢ ty 1€ t vong 1a 0%.

Bang 8. Tém t4t quan sat sinh hoat bét thuong,

ho hép, ho, va tiéu chay bét thuong & cac nhom

. A r ot Hanh vi bat | Hanh vi bat 3 N

Nhém | Biénphapxuly | N thuong! thudng? Ho Tiéu chay

1 vORF2 — 16pg " 2/12 0/12 3/12 2/12
(1 lidu lwong) (16,7%) (0%) (25%) | (16/7%)

, vORF2 — 8ug " 4/12 0/12 1/12 1/12
(1 lidu luong) (33,3%) (0%) (8,3%) | (8,3%)

\ vORF2 — 4pg " 8/12 0/12 2/12 1/12
(1 lidu lwong) (66,7%) (0%) (16,7%) |  (8,3%)

. rORF2 — 16pg . 3/11 0/11 0/11 2/11
(1 lidu lwong) (27,3%) (0%) (0%) | (18,2%)

S rORF2 — 8pg " 0/12 0/12 1/12 0/12

(1 lidu lwong) (0%) (0%) (8,3%) |  (0%)

] rORF2 — 4pg . 1/11 0/11 0/11 0/12

(1 liéu luong) 9,1%) (0%) (0%) (0%)

. 7/12 0/12 0/12 1/12

7 | KV (2 liéu lugng) | 12

4 (58,3) (0%) (0%) | (8,3%)

. Kiém sodt thir | o 1/10 0/10 2/10 2/10
nghi¢m (10%) (0%) (20%) | (20%)

0 Kidm soat Am tinh 1 0/11 0/11 0/11 0/11

nghiém ngdt (0%) (0%) 0%) | (0%)

vORF2 = ORF2 virut duoc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién cua baculovirut tai td hop; virut toan bd té bao

bi tiéu diét = virut PCV2 phat trién trong méi trudng cdy té bao thich hop

56




44551

57/108
I Toan bo s6 lon trong m3i nhém c6 biéu hién sinh hoat bét thudng it nhat mot ngdy
2Toan bd s8 lon trong mdi nhém c6 biéu hién hd hép bt thudng it nhit mot ngay
3Toan b s lon trong mbi nhém c6 bidu hién ho it nhit mot ngay
4Toan bo s6 lon trong mdi nhém c6 biéu hién tiéu chay it nhat mot ngay
Bang 9. Tom tat &nh hudng toan bd cua céc triéu chimg 1am sang & cdc nhom
Nhém Bién phap xtt Iy N c:ﬁigiﬁigg;&iﬁ; Ty 16 méc
1 yORF2 — 16pg (1 lidu lugng) | 12 5 41,7%
2 vORF2 — 8pg (1 liéu lwgng) | 12 5 41,7%
3 vORF2 — 4pg (1 liéu lwgng) | 12 8 66,7%
4 rORF2 — 16pg (1 lidu lugng) 11 4 36,4%
5 rORF2 — 8pg (1 lidu lugng) | 12 1 8,3%
6 rORF2 —4ug (1 uéu lugng) | 11 1 9,1%
7 KV (2 liéu lugng) 12 7 58,3%
8 Kiém so4t thir nghiém 10 4 40%
9 Kiém soét am tinh nghiém ngit | 11 0 0%

vORF2 = ORF2 virut dugc tach; rORF2 = ORF2. biéu hién cta baculovirut tai td hop; virut toan bd té bao

bi tiéu diét= virut PCV2 phat trién trong méi trudong céy té bao thich hop

! Toan b6 sb lon trong mdi nhém c6 biéu hién triéu chimg 14m sang it nhat mot ngay

Bang 10. Tém tat ty 18 tir vong cua cdc nhém sau thir nghiém

Nhom Bién phép xtr ly N Tua vongsau | Tylétu
thtr nghiém vong
1 vORF2 — 16pg (1 lidu luong) 12 1 8,3%
2 vORF2 — 8pg (1 liéu lwgng) 12 1 8,3%
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3 vORF2 — 4pg (1 liéu lwgng) 12 0 0%
4 rORF2 — 16pg (1 liéu lugng) 11 0 0%
5 rORF2 — 8ug (1 lidu lugng) 12 0 0%
6 rORF2 — 4pug (1 lidu lugng) 11 1 9,1%
7 KV (2 lidu luong) 12 2 16,7%
8 Kiém soat thir nghiém 10 1 - 10%
9 Kidm soat Am tinh nghiém ngit | 11 0 0%

vORF2 = ORF2 virut dugc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién cta baculovirut tai td hop; virut toan bd té bao
bi tiéu diét= virut PCV2 phat trién trong méi trudng chy té bao thich hop
Céc két qua phan tan qua mfii cia PCV2 dugc thé hién dudi day trong bang 11. Tiép

theo thir nghiém vao ngay 24, 1 con lgn trong nhom 7 bét dau phan tan PCV2 vao ngay 27.
Khong c6 mot nhém nao khac trai qua qué trinh phan tan cho dén ngay 33. Phin lon tinh
trang phan tan qua mili dugc ghi chép tir ngay 35 dén ngay 45. Cac nhém nhan lidu vicxin
bat ky trong s6 ba liéu vécxin vORF2 va cac nhém nhin hodc 4 hodc 8pg rORF2 co ty 1€

| phan tan PCV2 .Qua mii nhé nhat (<9,1%). Nhém kiém sot nghiém nggt (Nhom 8)‘ coty
1€ phat tan cao nhit (80%), theo sau 12 nhom kiém soat 4m tinh nghiém ngit (Nhém 9),
nhém c6 ty 18 méic 12 63,6%.

Béang 11. Tém tit anh huéng nhé PCV2 vao mili giita cdc nhoém

Nhom Bién phap xt Iy N Sl‘z iiztnfz;‘y” T}yni‘;j;h
1 VORF2 — 16pg (1 lidu luong) 12 1 8,3%
2 vORF2 — 8pg (1 liéu luong) 12 1 8,3%
3 vORF2 — 4pg (1 lidu luong) 12 1 8.3%
4 rORF2 — 16pg (1 liéu lugng) 11 2 18,2%
5 rORF2 — 8pug (1 lidu lugng) 12 1 : 8,3%
6 rORF2 — 4pg (1 lidu luong) 11 1 9,1%
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7 KV (2 lidu luong) 12 5 41,7%
8 Kiém soat thir nghiém 10 8 80%
9 Kiém sodt Am tinh nghidm ngat | 11 7 63,6%

vORF2 = ORF2 virut dugc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién cta baculovirut tai td th;v virut toan bd té bao
bi tidu diét = virut PCV2 phat trién trong méi trudng céy té bao thich hop
Tém tét ty 18 méc chimg vang da gifta cdc nhom, ty 18 méc loét da day & cac nhom,
ty 18 tdn thwong phdi trung binh & cdc nhom, va ty 18 mic tdn thuong phdi gitta cac nhém
dugc thé hién duéi dy trong ‘Béng 12. Sau con lon tir vong & vi tri thir nghiém dau tién
trong sudt giai doan sau khi dung vécxin cta nghién ctru (Nhém 4, N=1; Nhom 6, N=1;
Nhém 8, N=2; Nhom 9, N=2). Bén trong s6 s&u con lon bi ton thuong to huyét trong mot
“hoic nhiéu khoang co thé, mot con lon (Nhém 6) luén bi ton thwong véi bénh do truc khuén
gdy ra, va mot con lgn (Nhom 9) khong c6 tén thuong 16n. Khong ¢6 con lgn nao ti vong
trong sudt giai doan sau khi dung vécxin cia nghién ctru bi t6n thwong lién tuc véi PMWS.
Céc con lon tir vong sau khi thir nghiém va cac con lgn tir vong khong dau dén vao
ngdy 49 duoc md xic. Khi md x4c, khong thiy loét vang da va da day & cdc nhom. Vé %
tdn thwong phdi trung binh, Nhém 9 c¢6 mirc % t6n thuong phdi trung binh thip nhit (0%),
theo sau 1a Nhém 1 v6i 0,40 £ 0,50% va Nhom 5 v6i 0,68 = 1,15%. Cac nhém 2, 3,7 va 8
¢6 mitc % ton thuong phéi trung binh cao nhét (>7,27%). Mdi mot nhém trong s6 bon nhém
nay c6 mot con lon c6 muc % tdn thuong phdi >71,5%, 1am nghiéng céac két qua cao hon
“bén nhém nay. Ngoai trir Nhém 9 véi mite tén thuong phdi 12 0% dugc ghi chép, 8 nhém
con lai c6 mirc tdn thuwong phdi <36%. Hau hét tit ca cac ton thuong phéi ghi chép lai duge

mo ta bang mau ddé/mau tia va thong nhat.

Béng 12. Tém tit anh hudng cla ching vang da giita cc nhom, anh hudng cia loét da
day gitta cac nhom, ty 1€ % tdn thuong phéi trung binh gitta cac nhém, va anh huéng tén

thwong phoi ghi chép lai giita cic nhém
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] ) Mitc % tbn | Anhhuéng cua
. A st Ching | Loet 2. | .z 2.
Nhém Bién phap xu ly vine da | da da thuwong phoi | ton thuong phoi
£ 2 day trung binh dugc ghi chép
vORF2 - 16 12 0/12 10/12
1 . He _ 0/0 . 0,40 + 0,50%
(1 lidu luong) (0%) | (0%) (83%)
. vORF2 -8 0/1 /12 10/12
2 . He /0 2 0 . 7,41 £20,2%
(1 lidu lugng) (0%) | (0%) (83%)
VvORF2 —4pg 0/12 0/12 10/12
3 . . . 9,20 +20,9%
| (1 lidu lugng) (0%). | (0%) (83%)
rORF2 — 16pg 0/11 0/11 - 41l
4 . , , 1,5+4,74%
(1 lidu lwong) (0%) | (0%) (36%)
rORF2 -8 12 0/12 9/12
5 R He 0/0 . 0,68 +1,15%
(1 lidu lrong) (0%) | (0%) (75%)
 ORF2-4pg | on1 | o/l 711
6 B . . 2,95 +5,12%
(1 liéu lwong) (0%) | (0%) (64%)
B oz | o2 9/12
iéu 1 +22,99
7 KV (2 lieu lugng) (0%) (0%) 7,27 £22,9% (75%)
, 0/10° | 0/10 8/10
Kiém soat thir nghié +29,29
8 iém soat thir nghiém (0%) (0%) 9,88 £29,2% 80%)
iém so4t 4m ti 11 | o 0/11
9 Kiém s.?at amv inh 0/ 11 011 (0%)
nghiém ngdt (0%) (0%) (0%)

VORF2 = ORF2 virut duoc tich; rORF2 = ORF2 biéu hién ctia baculovirut tai t5 hop; virut toan b¢ t€ bao
bi tiéu diét = virut PCVZ phat trién trong moi trudng céy t& bao thich hop

Toém tét cac két qua ty 18 méc duong tinh véi IHC & cac nhom duoc biéu hién trong

Bang 13. Nhom bl (VORF?2 - 16pg) va Nhom 5 (tORF2 - 8pug) co ty 1€ cac két qua duong

tinh v6i THC thAp nhét (16,7%). Nhém 8 (Kiém soat thir nghiém) va Nhém 9 (Kiém soat

am tinh nghiém ngit) c6 ty 1¢ céc két qua duong tinh v6i IHC cao nhét, 90% va 90,9%, mot

cach 1an luot.
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Béang 13. Tom t4t ty 16 anh huéng duwong tinh v6i IHC giita cac nhém

Nh Bien ohin xir I¢ N S6 lon c6 it nhdt mot mo | Ty 18 anh
om 150 paap xu Ly dwong tinh véi PCV2 hudng
vORF2 - 16pg
1 ‘ 12 2 16,7%
(1 lieu lugng) :
vORF2 -8
2 . He 12 3 25,0%
(1 liéu luong)
vORF2 — 4
3 . He 12 8 66,7%
(1 lieu lugng)
rORF2 — 16pg -
4 . 11 4 36,3%
(1 liéu lugng)
rORF2 — 8ug
5 . 12 2 16,7%
(1 li€u lugng) :
rORF2 —4pug ‘
6 . 11 4 36,4%
(1 lieu lugng)
7 KV (2 lidu luong) 12 5 41,7%
8 Kiém soat thir nghiém 10 9 90,0%
9 Kiém s.(iat amvtmh 1 10 90.9%
nghiém ngat

vORF2 = ORF2 virut duoc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién cua baculovirut tai tb th; virut toan bd té bao
| bi tiéu diét = virut PCV2 phat trién trong mdi trudng céy té bao thich hop

Sau khi thir nghiém, Nhém 5, nhém nhén mot lidu 8pg khang thé rORF2, thé hién
nhitng két qua tot hon sdu nhém khac nhén vic xin. Nhém 5 ¢6 mitc ADWG cao nhit (0,94
+ 0,221bs/ngay), mirc anh hudng cia sinh hoat bat thudng thap nhit (0%), mirc 4nh hudng
cta chimg ho thap nhat thi hai (8,3%), mirc 4nh hudng cla toan b céc tridu chimg 14m
sang thap nhét (8,3%), ty 18 tir vong thap nhét (0%), ty 18 phan tan PCV2 & miii thap nhit
(8,3%), ty 18 % murc ton thuong phdi trung binh thap nhét thi hai (0,68 + 1,15%) va mirc
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t§ 16 mic ddi v6i cde md dwong tinh thap nhét (16,7%). Cac nhém nhan cdc mirc khang thé
rORF?2 khéc nhau déu thé hién nhiing két Qué tot hon cac nhém nhan cac mic VORF2 khac
nhau va nhém nhén 2 lidu vicxin PCV2 tir t& bao bi giét thé hién két qua toi nhat. Cac bang

14 va 15 bao gdm phin tom tit s lidu clia cdc nhém sau thir nghiém.

Bang 14. Tom t:flt_ s6 liéu cua céc nhom sau thir nghiém — Phan 1

, .| ADWG | Sinh hoat Anh hudng toan
Nhém | N Bién phép xu ly . < . Ho b0 cua céc triéu
(Ibs/ngay) | bat thuong s A
ching 1am sang
vORF2 — 16pg 2/12 3/12
1 12 N 0,87 £0,29 41,7%
(1 liéu lwgng) , (16,7%) (25%)
vORF2 - 8ug 4/12 1/12
2 12 A 0,70 £ 0,32 41,7%
(1 lieu lugng) (33,3%) (8,3%)
VvORF2 —-4pg 8/12 2/12
3 12 a 0,49 + 0,21 66,7%
(1 lieu lugng) (66,7%) | (16,7%)
rORF2 — 16pg 3/11 0/11
4 11 N ’ 0,84 + 0,30 36,4%
(1 liéu lugng) (27,3%) (0%)
rORF2 — 8ug 0/12 1/12
5 12 N 0,94 £0,22 8.,3%
(1 liéu lugng) (0%) (8,3%)
rORF2 — 4pg 1/11 0/11
6 11 N 0,72 + 0,25 9,1%
(1 liéu lugng) ' (9,1%) (0%)
N 7/12 0/12
7 12 | KV (2 lieu lugng) | 0,50 + 0,15 ' 58,3%
(58,3) (0%)
Kié it th 1/10 2/10
g [ 10| Kiemsoattur 0019 40%
nghiém (10%) (20%)
» i 4t Am ti 0/11 0/11
g | qp | Kicmsodtamtinh | 0 1 0%
nghiém ngat (0%) (0%)

vORF2 = ORF2 virut duoc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién ctia baculovirut tai té hop; KV hoic virut toan
b6 té bao bi tiéu diét = virut PCV2 phat trién trong méi truong cy té bao thich hop
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Bang 15. Tém tit 6 liéu ciia cac nhém sau thir nghiém — Phén 2

. Ty 1€ méc cia
v 718 % 8 ?
, o TYI& | ppsrpan | 01O tHUONE | o 4 mot mo
Nhém | N Bién phap xir ly tur .. | phoitrung
o qua miii binh IHC duong
vong tinh véi PCV2
vORF2 — 16pug
1 12 . 8,3% 8,3% | 0,40 +£0,50% 16,7%
(1 liéu luwong)
vORF2 — 8ug ‘
2 12 . 8,3% 8,3% | 7,41 £20,2% - 25,0%
(1 li€u lwong)
vORF2 —4pug
3 12 . 0% 8,3% | 9,20 +£20,9% 66,7%
(1 liéu luvong)
rORF2 — 16pg
4 11 . 0% 18,2% | 1,50 +4,74% 36,3%
(1 liéu luong)
- tORF2 - 8ug
5 12 . 0% 8,3% | 0,68+ 1,15% 16,7%
(1 liéu luong)
rORF2 —4pg
6 11 . 9,1% 9,1% | 2,95+ 5,12% | 36,4%
(1 liéu luong)
7 |12 ] KV (@Qlidulwong) | 16,7% | 41,7% | 7,27 £22,9% 41,7%
8 10 | Kiém soat thir nghiém | 10% 80% | 9,88 +£29,2% 90,0%
K.A it A tnh )
g |11| “remsosamd 0% | 63,6% | O/11(0%) 90,9%
nghiém ngét

vORF2 = ORF2 virut dugc tach; rORF2 = ORF2 bidu hién cla baculovirut téi t6 hop; KV hogc virut toan
b té bao bi ticu diét = virut PCV2 phat trién trong mdi trudng cy té bao thich hop

Céc két qua cia nghién ctru nay chira rang tit ca cac nd luc tiép theo dé tao ra vacxin

nén tap trung vao vicxin rORF2. Nhin chung, sy phat tan PCV2 qua miii dugc phat hién

sau thir nghiém va ti€ém ching v6i mot vécxin PCV2 dan dén giam su phét tan. M6 hod hoc

mién dich ctia cidc md bach huyét duoc chon loc cling ¢6 tac dung nhu mot tham s6 ot cho

63



44551 64/108

hi€u qua cua vécxin, trong khi su khéc nhau rd rét & ADWG, céc triéu chiang 1am sang, va
c4c ton thwong 16n khong duge phat hién gitra cac nhom. Nghién ctru nay tré nén phire tap
do thuc té rang PCV2 & ngoai duge dua ra tai mot vai thoi diém trong nghién ctru, nhu
duoc chimg minh bing viéc phét tin PCV2 qua mili, viéc chuyén dbi huyét thanh PCV2 va

cac mo IHC duong tinh trong Nhom 9, nhém kidm so4t am tinh nghiém ngit.
Thao luan

Bay vicxin PCV2 duge danh gid trong nghién ctru nay, bao gdm ba mrc lidu lugng
khéng thé vORF2 khic nhau dugc dung mét 1An vao ngay 0, ba muc lidu lwgng khing thé
rORF2 khac nhau dugc dung mdt 14n vao ngay 0 va mot miic lidu lugng vacxin PCV?2 ciia
toan bd t& bao bi tiéu diét duge ding vao ngay 0 va ngay 14. Nhin chung, Nhom 5, nhom

~nhén mét lidu vécxin chira 8pg khang thé rORF2, ¢6 cac két qua tét nhat. Nhém 5 ¢6 mic

ADWG cao nhit, t 16 méc hanh vi bat thuong thip nhét, ty 18 mic hd hap bt thuong thap
nhét, ty 1é mac ching ho thip nhat thit hai, ty 1& méc tdng thé cac triéu chiing 1dm sang thip
nhét, ty 16 tir vong thip nht, ty 18 phat tin PCV2 qua miii thip nhét, ty 1¢ % ton thuong
phéi trung binh thép nhat thir hai va ty 18 méc dbi véi cac md IHC duong tinh thap nhit.

Pidu thd vi 13, Nhém 4, nhém nhan mét lidu khang thé tORF2 cao hon Nhém 5,
khong thé hién két qué t6t bing hodc tdt hon Nhém 5. Nhém 4 ¢6 mitc ADWG thap hon
mdt chat, ty 16 mic hanh vi bAt thudng cao hon, ty 18 mic tong thé cac tridu chimg 14m sang
cao hon, ty 1¢ phét tan PCV2 qua miii cao hon, muc % tén thwong phdi trung binh cao hon
va ty 1¢ déi véi cac mé THC dwong tinh cao hon Nhém 5. Phan tich théng k&, ma c6 thé cho

thdy rang sw khac nhau gifta hai nhém nay khong c¢6 y nghia vé mit thdng ké, khong duge
thyc hién trén nhfmg s6 liéu nay, nhung c6 mot xu huéng duge quan sat cho thidy Nhom 4

khong biéu hién két qua tot bang Nhém 5.

Sau khi ding vicxin, sau con lon tit vong & vi trf nghién ctru dAu tién. Bén trong sb
sau con lon ndy 1a tr Nhom 8 hodc Nhom 9, nhém khong nhén vécxin. Khong c¢é con lon
ndo trong sb sau con lon nay cé bidu hién tén thuong dai dang véi PMWS, khong c6 két
qua bat 1oi nao dwgc bao céo va nhin chung, tat ca bay vécxin c6 vé an toan khi dugc dung
v6i cac con lon x4p xi 11 ngdy tudi. Trong sudt giai doan sau tiém ching ctia nghién ctu

nay, cac con lon nhan hodc 1 ba mirc liéu lugng vacxin vORF2 hogc la vécxin cia toan bo
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t bao bi giét c6 mirc IFAT cao nhat, trong khi Nhém 5 c6 mirc IFAT thép nhit tru6e khi

thir nghiém, cta cac nhém dung vacxin.

Mic di khong duge chimg minh mdt cach chinh thirc, nhung con dudng chu yéu dé
truyén PCV2 vao céc con lgn con ngay sau khi cai sita dugc tin la do tiép xuc truc tiép qua
miéng — mili \&‘1 mot vicxin hiéu qua 1am gidm sy phat tan PCV2 qua miii trong méi truong
chiin nudi & giup kiém soat 1ay nhiém. Cac nhém nhén mot trong ba mirc khang thé vORF2
va nhém nhan 8pg rORF2 ¢6 ty 1é mac sy phat tin PCV2 qua mili thip nhit (8,3%). Du

kién 13, nhém kiém soat thir nghiém c6 ty 18 mic su phat tin qua miii cao nhat (80%).

Nhitng t5n thuong 16n & lon v6i PMWS thit yéu véi viée nhiém PCV2 chit yéu bao
gdm bénh hach bach huyét phd bién két hop véi mot hode nhiéu tridu ching sau: (1) viém
phdi k& v6i phu gian thuy nho, (2) tai da hodc vang da, (3) gan teo co d6m, (4) loét da day
va (5) viém than. Khi md x4c, ching vang da, bénh viém gan, viém than va loét da day
khong dugc ghi chép lai trong bét ky nhom nao va bénh hach bach huyét khong duge khdm
xét 10 rang. Mirc % t6n thuong phéi trung binh khic nhau gitra cdc nhém. Nhom nhén 16pg
khéng thé vVORF2 ¢6 mitc % tbn thwong phéi trung binh thip nhat (0,40 + 0,50%), theo sau
1a nhém nhéan 8pug rORF2 (0,68 + 1,15%). Nhu dugc trong doi, nhom kiém so4t thir nghiém

“c6 muc % tdn thwong phdi trung binh cao nhét (9,88 + 29,2%). Trong tit ca bon nhém, mic
% ton thwong phdi trung binh duge wéc lwgng do mot con lon trong mdi mdt nhém nay cb
mttc tén thuong phdi rit cao. Phan 16n cée ton thuong phbi duoc mo ta mau do/mau tia va
théng nhat. Chi yéu 13, céc ton thwong phdi lién két véi PMWS duge mb td bing mau nau
vang va khong thé suy sup v6i chimg phil gian thuy nhé. Cac tén thuong phdi dwgc ghi
chép trong nghién ciru nay hodc 1a khong li€n két v6i nhiém PCV?2 hoic 12 mot tac nhan
gdy nhi®m phdi thi hai c6 thé xuét hién. Trong pham vi ctia nghién ctru ndy, mic % t6n
fhuong phdi ¢6 thé khong phan énh thude do chinh xac v& s6 lwong nhidm tring phdi do
PCV2.

Céc nha nghién ctru khéc chimg minh mdi twong quan tryc tiép gitta sy c6 mit cua

-khéng thé PCV2 do THC va m6 bénh hoc. M6 bénh hoc trén cdc md chon loc khong duge
thuc hién trong nghién ctru nay. Nhém 1 (16pug vORF2) va Nhém 5 (8ug rORF2) c6 ty 1€
méc thip nhit & lon duong tinh v6i khang thd PCV2 (8,3%), trong khi Nhém 9 (nhém kiém
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so4t &m tinh nghiém ngdt — 90,9%) va Nhom 8 (nhom kiém soat thir nghiém — 90,0%) c6

ty 16 méc cao nhét & lon duong tinh v&i khang thé PCV2. Do ban chét khong chii quan cua

thi nghiém nay, ma cac két qua THC c6 thé 1a mot trong céc tham s6 t6t nhat dé danh gia
“hiéu qua cta vacxin.

Vi vay, mot khia canh cua sang ché, lidu luong tb1 thiéu (MPD) cua 1ml/1 lidu san
pham tai t& hop v6i khang thé ORF2 (rORF2) ctia PCV2 duoc chiét & m6 hinh lon CDCD
trude khi thtr nghiém PCV2 duge x4c dinh. Trong s6 ba nhém nhan cﬁc mirc khang thé
rORF?2 khéc nhau, Nhom 5 (8pg khang thé rORF2) 18 rang c6 mirc bao vé cao nhét. Nhom
5 hoiic c6 két qua t6t nhit hoic dugce gin v6i cac két qua c6 loi nhét v& tit ca cac tham s
duoc xem xét. Khi Nhém 5 dugc so sanh véi sau nhém khac dung vécxin sau thir nghiém,
thi Nhém 5 ¢6 mitc ADWG cao nhét (0,94 + 0,221bs/ngdy), ty 18 méc hanh vi bt thudng
thép nht (0%), t3 18 méc chimg ho thép nhét thir hai (8,3%), ty 1¢ méc tong thé céc triéu
chimg 13m sang thap nhét (8,3%), ty 1& t&r vong thip nhét (0%), ty 1& nho PCV2 vao miii
thip nht (8,3%), ty 18 % ton thuong phdi trung binh thap nhat thir hai (0,68 + 1,15%) va
t 1¢ anh huéng ddi v6i cac mé THC duong tinh thép nhat (16,7%).

Trong mot khia canh khéc cua sang ché, MPD ctia 1ml/1 lidu san phim théng thudng
ma 12 khang thé ORF2 (VORF2) ctia PCV2 dugc tinh ché mdt phan trong md hinh lon
CDCD truéc khi thir nghiém PCV2 dugc xac dinh. Trong s ba nhém nhan cac mirc khang
thé vORF2 khac nhau, Nhém 1 (16pg vORF2) ¢6 mirc bao vé cao nhat. Nhém 1 thé hién
két qua tét hon cac Nhom 2 va 3 v& ADWG, mirc % tén thuong phdi trung binh, va THC.
Céc nhém 1 va 2 (8pg khang thd vORF2) thé hién két qua ngang bing v& tdng thé ty 16 méc
céc triéu chimg 1am sang, Nhém 3 (4pg khéng thé vORF2) c6 ty 1¢ tir vong thip nhat, va

“tat ca ba nhém ndy bidu hién két qua ngang bang vé viéc phat tAn qua miii. Nhin chung,

vécxin vVORF khong biéu hién két qua t6t bang vécxin rORF.

Trong mot khia canh khac cua séng ché, hidu qua cua lidu lwong t6i da ctia 2ml/2
lidu vécxin cia PCV2 bi tiéu diét thong thudng trong md hinh lon CDCD truéc khi thi
nghiém PCV2 dugc xéc dinh. Trong s6 bay vécxin dugc ude lugng trong nghién ciru nay,
véexin PCV2 ciia toan bd té bio bi tiéu diét bidu hién két qua t& nhét. S6 lon con nhan hai

lidu véexin PCV2 ciia toan bo t& bao bi giét c6 mirc ADWG thép nhét, ty 18 ctia hanh vi bét
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thudng cao nhét thit hai (58,3%), toan bd anh huong ctia cac trigu chimg 1am sang cao nhét
thtr hai (58,3%), ty 1& ti vong cao nhit (16,7%), ty 1& phét tin qua miii cao nhét thir hai
(41,7%), mitc % ton thwong phdi trung binh cao nhat (9,88 + 29,2%), anh hudng cao cua
céc tdn thuong phdi duge ghi chép (75%) va ty 1§ mic vira phai ciia IHC & cac mo (41,7%).

Tuy nhién, né van c6 tac dung tao ra mdt phan Gng mién dich.

Van trong mdt khia canh khéc cua sang ché, viéc phét tin PCV2 qua miii dugc danh
gia 12 mot tham s6 hidu qua va cac tham s6 hidu qua trude ctia PCV2 tir cac nghién ciu
trude duge x4c nhan lai. Cac két qua tir nghién clru ndy chi ra rang viéc phat tin PCV2 qua
mili xay ra sau khi thtr nghiém trong miii va rang vicxin PCV2 giam viéc phét tan PCV2

" qua miii sau thir nghiém. Ngoai ra, cac két qua tir nghién ctru nay va cac béo céo trong tai
liéu nay chi ra rang THC nén tiép tuc dugc danh gia trong cac thi nghiém sau nay vé vécxin

PCV2.

Mot vai két luan bd sung xudt phat tir nghién ctru nay d6 12 bénh hach bach huyét 13
mdt trong nhitng ddu higu x4c nh4n tiéu chuén cia PMWS. Mbt trong nhimg du hidu xac
nhan tidu chuén khac cia PMWS 14 it bach huyét va t6 chitc bao da nhan/khong 16. Ngoai
ra, khong c6 mot két qua bét lgi nao hodc khong c6 mot phan ung tai vi tri tiém dugce ghi
chép cho bit ky vicxin nao trong 7 vécxin PCV2 va tit ca 7 vacxin PCV2 ndy c¢6 vé an toan
khi str dung véi cac con lon con.

viDU5

Vi du nay kiém tra hiéu qua cua tam vécxin thtr nghiém ctiia PCV2 va x4c nhan lai
céc tham s thir nghiém cia PCV2 tir cic .nghién_ ctru th nghiém trude sau khi dua ra mot
dong virut cia PCV2. M6t trim nam muoi (150) con lon con bi liy di sita non do md
(CDCD), tir 6-16 ngay tudi, bi han ché boi trong luong va duogc ngﬁu nhién chia thanh 10
nhém c6 kich thuéc ngang nhau. Bang 16 dua ra K& hoach nghién ciru chung cho Vi du
nay.

Béng 16. K& hoach nghién ctru chung
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) KLHACFA | ¥ | prrgy | MO
50 Ngdy | viongay | "EMm |y | X
Nhém | con | Biénphipxily | = N8 lsireve | Vo
xuly | 22vangay | . X vao .
lon : )3 virut vao ey 26 | P8
ngay 25 | &Y 50
Vicxin PCV2 s 1
1 15 | 16pg rORF2 —IMS 0& 14 + + + +
1314
Vicxin PCV2 s6 2
2 15 16pg VORF2 — 0& 14 + + + +
Carpobol
Vicxin PCV2 s6 3
3 15 16pg rORF2 — 0&14 + + + +
Carpobol
Vicxin PCV2 56 2
4 15 16ug VORF2 — 0 + + + +
Carbopol
Vicxin PCV2 s6 3 .
5 15 4p1g tORF2 — 0& 14 + + + +
Carbopol
Vicxin PCV2 56 3
6 15 1pg rORF2 — 0& 14 + + + +
Carbopol
Vicxin PCV2 56 3
7 15 025pg rORF2 — |0 & 14 + + + +
Carbopol
Vécxin PCV2 s6 4
8 15 >8,0 log KV — 0&.14 + + + +
Carbopol
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9 15 Kiém s.oAat thu N/A N . N .
nghiém

Nhém kiém soat Am
10 | 15 | tinhnghiémngat | N/A + - + +
tORF2 —IMS 1314

vORF2 = ORF2 virut dugc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién cua baculovirut tai t6 hop; KV hoic virut toan
b t& bao bi tiéu diét= virut PCV2 phét trién trong mdi trudng cdy té bao thich hop
Hop phin cua vécxin dua ra cho mdi nhém nhu sau. Vécxin PCV2 s6 1, dugce ding
& mtc 1 x 2ml lidu lwong véi Nhém 1, 12 mot lidu luong cao (16pg/2ml lidu lwong) cua
khang thé ORF?2 ti t& hop duoc lam bit hoat duge bd sung té chat véi IMS 1314 (16pg
rORF2 — IMS 1314). Vécxin PCV2 sé 2, duge ding & mic 1 x 2 ml lidu lugng dbi voi
‘"Nhém 2, 14 mét lidu lwong cao (16pg/2ml lidu lwong) cua mot khang thé ORF2 cia PCV2
duoc sinh ta tir VIDO R-1 duoc tinh ché mot phan c¢6 bd sung ta chét v6i Carbopol (16ug
yORF?2 - Carbopol). Vécxin PCV?2 s6 3, dugc dung & mire 1 x 2ml lidu lvgng d6i véi Nhom
3, 1a mot lidu lugng cao (16pg/2ml lidu lwong) ciia khang thé ORF2 t4i t6 hop duoc lam
bét hoat c6 bd sung ta chat véi Carbopol (16pg rORF2 - Carbopol). Viécxin PCV2 s6 4,
duge ding & mirc 1 x 1ml lidu lugng 51 v6i nhém 4, 12 mot 1idu lwong cao (16pg/1ml licu
luong) cua mot khang thé ORF2 cua PCV2 duogc sinh ta tir VIDO R-1 dugce tinh ché mot
‘phdn ¢ bd sung ta chét v&i Carbopol (16ug vORF2 - Carbopol). Viécxin s6 5, duoc ding
& muc 1 x 2ml lidu lwong d6i véi Nhém 5, 1a 4pg/2ml lidu lwong ctia rﬁét khang thé ORF2
tai t6 hop dugc 1am bét hoat c6 bd sung ta chéat v6i Carbopol (4pg rORF2 - Carbopol).
Vicxin PCV2 s6 6, duge ding & mtrc 1 x 2ml lidu luong déi véi Nhém 6, 13 1pg/2ml Lidu
lugng cua mot khang thé ORF2 tai t6 hop dugc 1am bat hoat ¢6 b sung ta chét v6i Carbopol
(1pg tORF2 - Carbopol). Vécxin PCV2 s6 7, duge ding & mire 1 x 2ml lidu luong ddi v6i
Nhom 7, 13 mot lidu lugng thip (0,25pg/2ml lidu lwong) cia khang thé ORF2 tai t6 hop
duge 1am bét hoat ¢6 bd sung ta chit véi Carbopol (0,25pg rORF2 - Carbopol). Vicxin
PCV2 s6 8, dugc ding & mic 1 x 2ml lidu lvgng d6i véi Nhom 8, 12 mot lidu lugng cao
(muc chudn trude khi lam bét hoat > 8,0 log/2ml liéu luong) ciia khang thé Struve cua
PCV2 duogc sinh ra tir VIDO R-1 bi giét tir vong theo cach thdng thuong va bi lam bat hoat
¢6 bd sung ta chit v&i Carbopol (>8,0 log KV - Carbopol). Vao ngay 0, cac Nhom tir 1-8
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dugc xur ly véi cac vAcxin 4n dinh cta chiing. Cac Nhom tir 1-3 va tir 5-8 lai nhan sy ning
d& clia cac vécxin twong tng cuia chiing vao ngay 14. Hiéu qua cuia mot lidu lwong riéng 18
cua 16pg vORF2 - Carbopol dugc kiém tra & Nhom 4, nhom khong nhén sy nang d& vao
Ngay 14. S5 lon con duge quan st cac két qua bat lgi va phan Gng tai vi trf tiém sau hai
l4n tiém chung. Vao Ngay 21, s6 lon con dugc dua sang mot vi tri nghién ciru th hai, tai
d6 cac Nhom tir 1-9 duge & theo nhém trong mot toa nha va Nhém 10 dugce ¢ trong mot
toa nha riéng biét. Tt ca sé lon ndy nhan hemoxyanin bam 13 kho4 nhii hod véi té chét
Freund khong toan ven (KLH/ICFA) vao cac ngay 22 va 28. Vao ngay 25, cdc Nhom tur 1-
"9 dugc thir ngiém véi xAp xi 4 log virut PCV2. Trude ngdy 46, vai con lon trong nhém
kiém so4t thir nghiém tir vong. Véi nd luc kich thich mién dich cho dan lon va ting tinh
doc hai cua vat liu thir nghiém PCV2, tht ca cac nhém dugce xtt Iy véi INGELVAC®
PRRSV MLV (Vicxin sinh san va ho hép ding cho lon, Virut sdng bién dbi) vao ngay 46.

Céc mAu méu trude va sau thir nghiém duge thu thap dé xét nghiém huyét thanh hoc
PCV?2. Sau thir nghiém, sb liu vé thé trong dé x4ac dinh mirc ting trong trung binh hang
ngay (ADWG) va cac quan sat vé céc triéu ching 14m sang duge thu thap. Vao Ngay 50,
tat ca cac con lon con séng 56t duge md xéc, cac tén thuong 16n duge ghi lai, phéi duoc
nghién ctru bénh hoc, va cac moé chon loc dugc bao quéan trong formalin d& md hoa hoc
mién dich (IHC) xét nghiém @ tim ra khang thé cho PCV2 vao mot ngay sau do.
Tai liéu va phuong phap
Day 12 mot nghién ctru kha thi v& thir nghidm véicxin che mgt phan tién hanh & lon
CDCD, tit 6 - 16 ngdy tubi vao ngay 0. Trong nghién cru ndy, mic chuin IFA cho PCV2
cta lon c4i 13 <1:1000. Ngoai ra, tinh trang huyét thanh ctia lon c4i duge liy tir dan lon Am
tinh v&i PRRS. Mudi sau (16) con lon céi duge kiém tra tinh trang huyét thanh PCV2 va
tat c4 mudi sau (16) con lgn nay c¢6 mirc chudn PCV2 <1000 va duogc chuyén sang vi tri
nghién ctru dau tién. Mot trim nam muoi (150) con lon con dwgc sinh ra bang viéc phuong
phép md iy thai va sin sing cho nghién ciru nay vao ngay -3. Vao ngay -3, 150 con lon
CDCD tai vi tri nghién ctu d4u tién dugc can, duge nhan dang br?mg thé deo tai, dugc han
“¢ché trong luong va dugc ngiu nhién 4n dinh vao 1 trong 10 nhém, nhu trinh bay & trén

trong bang 16. Cac miu mau dugc thu thap ti tht ca céc con lon. Néu bét ky tidu chi ndo
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duoc dua ra trong cudc hop vé dong vat thi nghiém va sau d6 bi loai trir vi mot 1y do nao
d6, thi nha nghién ciru va nguoi gidm sat thao ludn dé xac dinh viéc sir dung s6 liéu thu
thap tir dong vat trong phan tich cudi cing. Ngay lon con bi loai trir va ly do loai trir dugc
dua vao tai lidu. Khong c6 tiéu chi nao dugce dua ra trong cudc hop v& lon cai, dugc chon
_cho nghién ctru nay va dugc chuyén sang vi tri nghién ctiru dau tién bi loai trir. Khong c¢6
mot con lon con ndo bi loai trir khoi nghién ctru ndy, va khong c¢6 mot dong vét thi nghiém
nao bi loai ra khoi nghién ctru nay truée khi hoan thanh thi nghiém. Bang 17 mb ta khung

thoi gian cho cac hoat ddng chinh cua Vi du nay.

Bang 17. Cac hoat ddng ctia nghién clru

Ngay
nghién Ngay thuc té Hoat ddng nghién ctru
clru
Can c4c con lon, kiém tra strc khoé, chia ngiu nhién vao
-3 4-04-03 , . A X ,
cac nhom; thu thap mau mau
4-04-03 . . . .
’ (t sire khod 8 U SR SR
3,021 4.07-03 dén l({);l.atrisri ;uc oé tong the va cac két qua bat 1gi sau
59703 i tiém chung
0 4-07-03 Ding IVP twong tng d6i v6i cac Nhém tir 1-8
4-07-03 dé )
0-7 = Quan sat cac con lgn dé phan g tai vi tri tiém
4-14-03
14 401.03 Nang d& cac nhom tur 1-3, 5-8 voi IVP twong tng; méau
dwgc 1y mau tir tit ca cac con lon
4-21-03 dn .y P
14-21 4-98-03 Quan sat cac con lgn dé phan tng tiém
4-26-03 dén e Ae a U
19-21 4.98-03 Xir ly tat ca cac con lon véi khang sinh
21 4.28-03 Lon dugc chuyén tir Phong thi nghiém Struve, Inc dén
Ngudn Tha y, Inc. (VRI)
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29.50 4-28-03 dén Quan sét cc con lon dé phat hién cac triéu ching 14m
) 5-27-03 sang sau thir nghiém

22 4-29-03 Xt 1y cac Nhom tir 1-10 véi KLH/ICFA
Thu thap c4c mAu mau tir tit ci cac con lgn; can tat ca

25 5-02-03 cac con lon; cho cdc Nhom tir 1-9 thir nghiém v6i vat
liéu thir nghiém PCV?2

28 5-05-03 Xt 1y cAc Nhom tir 1-10 voi KLH/ICFA

32 5-09-03 Thu théap cac mAu mau tir tit ca cac con lon

46 5-23-03 Cho tat ca cac nhém dung INGELVAC® PRRS MLV
Thu thap céac mAu mau; cin va md x4c tit ca cac con
lon; c4c tdn thuong 16n duoc ghi lai; phdi duge wde

50 5-27-03 lugng mirc tdn thuwong, cac miu md mébi va duogc cb
dinh biang formalin dugc bao quan; giai doan sdng cua
nghién ctru duge hoan tat '

Sau khi hoan tit giai doan séng ciia nghién ctru, cdc mé dugce ¢b dinh bang formalin
duoc nha nghién ctru bénh hoc kiém tra b?lng md hoa hoc mién dich (IHC) dé tim ra khang
thé PCV2, cac mﬁu mau dugc udce lugng huyét thanh PCV2, va muc tang trong trung binh
hang ngay (ADWG) dugc xéc dinh tir ngay 25 dén hgéy 50.

Dong vat dugc 6 tai vi tri nghién ctru d4u tién trong cac chuéng riéng biét tai bay

| phong tir ltc sinh ra dén xép xi 11 ngay tudi (x4p xi ngay 0 ctia nghién ctru). Mbi mot phong
ddng nhét vé& bd cuc va bao gdm céc chudng riéng biét bang thép khong gi dugc xép chong
1én nhau vé6i hé théng suoi va loc khong khi duge cung cép riéng biét t&i timg don vi cach
ly. M&i mét phong c6 hé théng sudi va théng gi6 riéng biét, do d6 ngin chin Iy nhiém
khong khi gifta cac phong. Dong vat dugc ¢ trong hai toa nha khic nhau tai vi tri nghién
ctru tht hai. Nhém 10 (Nhém kiém so4t Am tinh nghiém nggt) duge & riéng biét trong mot
tod nha dugc cai tao dé danh riéng cho dong vét con dang bu me va cac Nhém ttr 1-9 duoc
& trong mdt toa nha duge cai tao dé danh riéng cho dong vat thoi ky sinh san. Mbi mot

nhém dugce & trong mot trai riéng (tir 14-15 con lon/trai) va mbi mot trai duge cung cﬁp Xap
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xi 2.3 fi2/con lon. Cac nhém 2, 4 va 8 dugc nhét trong 3 trai lién ké & mbt phia cua 16 di
vacacnhém 1,3, 5, 6, 7, va 9 duge nhét trong 6 trai lién k& & mot phia khac ctia 16i di. Sy
phan cach cac nhéom nay 1a do su lo ling cua ngudi gidm sat nghién ciu rang vacxin duge
ding cho c4c nhém 2, 4, va 8 khong duoc lam bét hoat hoan toan. Mdi mot trai nam & trén
mdt tAng duogc uéce lugng c6 san 1am bang thanh nhwa. Mgt cai hé dudi cac trai duge dung
lam thung chtra phén va rac thai. M&i mot toa nha c6 hé thdng sudi va thong gi6 riéng cia
né, v6i it kha ning 1ay nhiém khong khi gifta cac phong.

Tai vi tri nghién cuu dAu tién, lon con dugc cho &n mot khau phﬁn sita c6 cong thfrc
dic biét tir It sinh ra dén xép xi 3 tudn tl}éi. T4t ca sb lon con nay ding mét thirc an ran,
diic bidt vio trude ngay 21 (xAp xi 472 tuln tudi). Tai vi tri nghién ctru th hai, tit ca s6 lon
con ndy dugc cho an mdt loai thirc &n tron ban san thong thuong khéng tdm thudc thich
hop vai do tudi va trong lwrong clia chiing, mot cach tuy y. Nude tai ¢ hai vi tri nghién ctru
cling c6 mot cach tuy y.

Tét ca s6 lon thi nghiém duoc xi Iy v6i 1,0 mL NAXCEL®, IM, vao béap dui luan
phién vao cac ngay 19, 20, va 21. Ngoai ra, con lon s6 11 (Nhém 1) duge xtt Iy véi 0,5mL
NAXCEL® IM vao ngay 10, con lgn s6 13 (Nhom 10) duge xir Iy v6i 1mL Penixilin va

1mL PREDEF® 2X vao ngay 10, con lon s6 4 (Nhém 9) duge xir Iy véi 1,0mL NAXCEL®
IM vao ngay 11, va céc con lon sb 1 (Nhém 1), 4 va 11, mdi con duoge xt 1y véi 1,0mL

NAXCEL® vao ngay 14 vi céc ly do strc khoé khéc nhau.

Trong khi tai c& hai vi tri nghién ctru, cac con lon dugc cham soc tha y. Kiém tra
strc khoé dong vét duoc tién hanh vao ngay -3 va duoc ghi lai trén mAu hd so kiém tra sttc
khoé. T4t ca s6 dong vt & trong tinh trang sttc khoé va dinh dudng tdt trude khi tiém ching
nhu duge x4c dinh bing quan sat vio ngay 0. TAt ca s6 dong vat thi nghiém dugc quan sit
& trong tinh trang strc khoé va dinh dudng tdt trude khi thir nghiém. X4c dong vat va cac
mé duoc virt bd bing cach tra lai. Viée virt bo cudi cling céc dong vat nghién ctru duge ghi
lai trén ho so vit bé dong vat,

Vao cac ngay 0 va 14, cac con lon dugc 4n dinh vao cadc Nhém tir 1-3 va tir 5-8 nhan
2,0mL vécxin PCV2 4n dinh tir s§ 1-4, mot cach twong tmg, IM & viing ¢b phai v ¢ tréi,

mot cach twong Gmg, sir dung mot dng tiém khoa Luer v trung ¢6 dung tich 3,0mL va mot
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kim tiém vo tring kich thude 20g x 1/2°”. Cac con lon dugc 4n dinh vao Nhom 4 nhan
1,0mL vécxin PCV2 s6 2, IM & ving c0 phai sir dung mot 6ng tiém khoa Luer vo tring c6

dung tich 3,0mL va mot kim tiém vé trung kich thudc 20g x 1/2°” vao duy nhit ngay 0.

Vao ngay 22, tit ca cic con lon thi nghiém nhan 2,0mL KLH/ICFA IM & ving cd
trai st dung mot dng tiém khoda Luer vo tring c6 dung tich 3,0mL va mot kim tiém vo trung
kich thude 20g x 1°°. Vao ngay 28, tat ca'cac con lon thi nghiém nhan 2,0mL KLH/ICFA
& ving bap dui trai st dung mot 6ng tiém khoa Luer v tring c6 dung tich 3,0mL va mét

kim tiém v6 trung kich thudc 20g x 1°°.

Vio ngdy 25, s6 lon dwoc 4n dinh vao cac Nhém tir 1-9 nhan 1,0mL vt liéu thir
nghiém PCV2 ISUVDL (3,98 logio TCIDso/mL) IM & viing ¢6 phai st dung mot dng tiém
khoa Luer v6 tring ¢6 dung tich 3,0mL va mt kim tiém v0 trang kich thude 20g x 17
Thém 1,0mL vAat liéu thit nghiém trén dugc ding IN vao ting con lon (0,5mL/15 miii) st

dung mét dng tiém khoa Luer vo trang ¢ dung tich 3,0mL va 6ng théng do miii.

Vao ngay 46, tit ca s6 lon thi nghiém nhén 2,0mL INGELVAC® PRRS MLV, IM,
& vung cd phai st dung mot 6ng tiém khod Luer v0 tring c6 dung tich 3,0mL va mét kim
tiém vo tring kich thude 20g x 1°°. PRRSV MLV duoc dung v6i nd lud lam téng tinh ddc
hai cta vat liéu thtr nghiém PCV2.

Céc con lon thi nghiém dugc quan sat hang ngay vé strc khoé tdng thé va cac két
qua bat loi vao ngay -3 va tir ngay 0 dén ngay 21. Mdi mét con lgn duge dinh mire vé hanh
vi, h6 hap hoic ho binh thudong hodc bat thudong. Cac quan sat nay duoc ghi lai trén hd so
quan sat 1am sang. Tét ca sb lon thi nghiém duoc quan sat tir ngay 0 dén ngay 7, va Nhém
7 duge quan sat thém tir ngay 14 dén 21, dé phan tng tai vi tri tiém. Mirc ting trong trung

‘binh hang ngay duoc xac dinh bang cich can ting con lgn trén mdt cai can duge dinh cd
vao Ngay -3, 25 va 50, hodc vao ngay ma mdt con lon bi phét hién 1a tir vong sau khi thi
nghiém. Thé trong duge ghi lai trén miu thé trong. Thé trong vao Ngay -3 dwoc ding dé
han ché cac con lon trude khi ngau nhién chia vao cic nhom. S6 lidu vé trong lugng vao
ngay 25 va ngay 50 dugc dung dé xé4c dinh muc ting trong trung binh hang ngay (ADWG)

d61 v6i mdi mot con lon trong sudt cic diém thoi gian nay. Poi véi nhitng con lgn tir vong
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“sau thir nghiém va truge ngay 50, mic ADWG dugc didu chinh d& thé hién mic ADWG
tr ngay 25 dén ngay ti vong.

D& x4c dinh huyét thanh PCV2, toan b mau bén trong tinh mach dugc thu thép tr
mdi mot con lon con tir xoang tinh mach ctia & mit vao cac ngay -3 va 14. D6i v&i mbi mot
con lon con, mau duge thu thip tir xoang tinh mach cia 6 mét bing cach cdm mot ng mao
din v6 trung vao gitra khoé mét cia mot mét va hut Xép xi 3,0mL cuda toan bo $6 méu vao
mot dng tach huyét thanh (SST) ¢6 dung tich 4,0mL. Vao cac ngdy 25, 32, va 50, toan bd
mau & bén trong tinh mach tur mdi mdt con lon dugc thu thap tir hdc tinh mach trude bﬁng
cach st dung mot kim tiém Vacutainer® vé tring c6 kich thuge 20g x 127 (Becton
Dickinson va Céng ty, Franklin Lakes, New Jersey), mot by phan gift kim ti€m
Vaccutainer® va mdt SST c¢6 dung tich 13mL. Viéc thu thip mau tai mdi mdt diém thoi
gian dugc ghi lai trén hd so thu thdp mAu. Méu trong mdi SST duge dé kh6, mbi mot SST
sau d6 duoc d& déc xubng va thu dugc huyét thanh. Huyét thanh thu duoc duge chuyén
sang mot éng c6 khoa vo tring va duge gilt & nhiét d6 —70 + 10°C cho dén khi duoc thi
nghiém vao mét ngay sau do. Cac mAu huyét thanh dugc nhan vién BIVI-R&D thr nghiém

@8 tim sy c6 mit cua cac khang thé PCV2.

Céc con lon dwoc quan sat mot 1an hang ngay tr ngy 22 dén ngay 50 dé phat hién
céc tridu chung 1am sang va danh gia v& hanh vi, h6 hip hoic ho binh thudng hodc bat

thudng. Cac quan sat 1dm sang dugc ghi lai trén hd so quan sat 1am sang.

Cc con lon s6 46 (Nhém 1) va 98 (Nhém 9) tir vong tai vi tri nghién ctru du tién.
C4 hai diéu niy duogc phan loai 12 nhitng céi tir vong do bi mAt méau va md xéac khéng duge
tién hanh trén hai con lon nay. Tai vi tri hghién ctru thir hai, céc con lon tir vong sau thir
nghiém va trude ngay 50, va cac con lon tir vong khdng dau dén vao ngélyFSO, duge md
xéc. Ton thuong 1ém duge ghi chép va mic % thuy phéi bi ton thuong duge ghi lai trén
mau bao cdo md xac. |

T m&i mot con lon duogc md x4c tai vi tri nghién ctru thtt hai, mot mau md amidan,
phdi, tim, va u bach huyét mang treo rudt dugc dit vao mdt lo riéng v&i 10% formalin dém;
trong khi mot mau mé khac tir céc co quan & cap o trén dugc dit vao mot Whirl-pak® (M-

Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, UK) va mdi mot Whirl-pak® dugce dit trén dé lanh. M&bi
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mdt lo duwgc dan nhan thich hop. Viée thu thap mau duge ghi lai trén mAu béo cdo md xac.
Sau d6, cac mau md duoc ¢b dinh bfing formalin va mdt miu yéu cAu chéin doan dwoc dua
ra dé thir nghiém IHC. Thir nghiém IHC duogc tién hanh theo cac quy trinh tiéu chuin cta
phong thi nghiém déi vdi viéc nhan mAu, chuan bi mau va ban kinh, va cac k¥ thuét nhudm
mau. Cac mo méi trong Whirl-paks® dugc chuyén cung véi cac tii d4 t¢i Nguoi gidm sat

nghién ctru dé cAt trit (0 nhiét 6 -70° + 10°C) va sir dung sau nay.

Cac mé duoc ¢ dinh b?mg formalin dugc nha nghién ctru bénh hoc nghién ciru dé
phat hién ra PCV2 bing THC va dugc dinh mic bing cach sit dung hé théng dinh mtrc sau:
0 = khong c6; 1 = nhudm mau duong tinhvvfxa du, tai mot vai vi tri; 2 = hhuc}m mau duong
tinh trung binh, tai nhiéu vi tri; va 3 = nhuém mau duong tinh nhiéu, bao frl‘lm toan bo mo.
Cho muc dich phan tich, mirc 0 duoc coila "am tinh", va mc 16n hon 0 duge coi la "duong
tinh".

Két qua

Céc két qua ctia vi dy nay duge dua ra dudi day. Két qua cho thiy céc con lon s6 46
va 98 tir vong twong ng vao cac ngdy 14 va 25. Viéc nay dugc phén loai 1a tir vong do mat
“nhidu mau. Con lon sé 11 (Nhém 1) the hén hén véi ho hap nhanh vao ngay 15. Mit khéc,
tét ca cic con lon ¢6 hanh vi, hd hip va ho binh thudng trong sudt thoi ky quan sat nay va
khong c6 két qua bat 1gi nao vé co thé dugc ghi lai véi bat ky mot nhém nao. Khong 6
phan (g tai vi tri tiém duoc ghi lai sau khi tiém chung vao ngay 0. Sau khi tiém chung vao
ngay 14, bay (7) trong s6 mudi bbn (14) con lon ctia Nhém 1 (50,0%) bi sung tay & ml'ch
"2" vio Ngay 15. Bén (4) trong s6 mudi bén (14) con lon ctia nhém 1 (28,6%) van bi sung
tdy & mirc "2" vao Ngdy 16. Khong c6 con lgn nao & cac nhém khéc bi phan tmg tai vi tri
tiém sau khi tiém chung.
Cac két qué v& muc ting trong trung binh hang ngdy (ADWG) dugc dua ra dudi déy
trong Bang 18. Céac con lon sb 46 va 98 tir vong do mAt méu bi loai ra khéi két qua ctia
'nhém. Nhém 4, nhém nhan 1 lidu 16pg vORF2 - Carbopol, 6 mitc ADWG cao nhét (1,16
+ (,261bs/ngdy), theo sau 13 cic nhom 1, 2, 3, 5, 6, va 10, cac nhém nay c6 mixc ADWG
ndm trong pham vi tir 1,07 + 0,231bs/ngay dén 1,11 + 0,261bs/ngay. Nhém 9 ¢6 mirc ADWG
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thip nhét (0,88 = 0,291bs/ngdy), theo sau 1a cac nhom 8 va 7, c6 mirc ADWG tuong img 1a
0,93 + 0,331bs/ngay va 0,99 + 0,441bs/ngay.

Béang 18. Tém tit mic ting trong trung binh hang ngay (ADWG)

ADWG - lbs/ngay (tlr ngay
25 dén ngay 50) hoic duoc
Nhom Bién phap xur ly N . o
diéu chinh do6i1 vé1 cac con
lon tir vong trude ngay 50
1 rORF2 - 16pg —IMS 1314 2 lidu lwong | 14 1,08 + 0,30 Ibs/ngay
2 vORF?2 - 16pg — Carbopol 2 liéu luong | 15 1,11 £ 0,16 lbs/ngay
3 rORF2 - 16pg — Carbopol 2 lidu lwong | 15 1,07 + 0,21 lbs/ngay
4 vORF2 - 16pg — Carbopol 1 lidu lugng | 15 1,16 £ 0,26 lbs/ngay
5 rORF2 - 4ug — Carbopol 1 lidu lugng 15 1,07 £ 0,26 lbs/ngay
6 rORF2 - 1ug — Carbopol 2 lidu lugng 15 1,11 £ 0,26 lbs/ngay
7 rORF2 - 0,25pg - Carbopol 2 liéu lugng | 15 0,99 + 0,44 1bs/ngay
8 KV > 8,0 log — Carbopol 2 liéu lwong 15 0,93 £ 0,33 lbs/ngay
9 Kiém so4t thir nghiém 14 0,88 + 0,29 Ibs/ngay
10 Kiém soat 4m tinh nghiém ngit 15 1,07 + 0,23 lbs/ngay

VORF2 = ORF2 virut duge tich; rORF2 = ORF2 biéu hién cta baculovirut téi t6 hop; K'V hoc virut toan
“bo té bao bi tiéu diét = virut PCV2 phét trién trong méi trudng cy té bao thich hop

Céc két qua v& huyét thanh ctia PVC2 dugc dua ra dudi ddy trong Bang 19. Tét ca
mudi (10) nhém biéu hién 4m tinh huyét thanh di v6i PCV2 vao ngay -3. Vao ngay 14,
mirc chudn PCV2 vAn thip ddi vé6i tat ca mudi (10) nhém (ndm trong pham vi tir 50-113).
Vao ngay 25, Nhéom 8, nhom nhén vécxin cla toan bd virut t& bao bi giét, ¢6 murc chuin
PCV?2 cao nhit (4617), theo sau 1a Nhom 2, nhém nhén 16pug vORF2 - Carbopol, Nhom 4,
nhém nhan duy nhét 1 lidu 16pg vORF2 - Carbopol, va Nhom 3, nhém nhén 16pg rORF2
_ Carbopol, ¢6 mirc chuan 1dn lugt 12 2507, 1920 va 1503. Vio ngay 32 (1 tuan sau khi thir
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nghiém), mérc chuin ddi v6i cac Nhém tir 1-6 va Nhém 8 ndm trong pham vi tir 2360 dén

7619; trong khi cAc Nhom 7 (0,25pug rORF2 - Carbopol), 9 (Kiém so4t Thit nghiém), va 10

(Kiém sodt Am tinh nghiém ngit) c6 mic chuan 1an luot 1a 382, 129 va 78. Vao ngay 50

(ngiy md x4c), tAt ca mudi (10) nhém biéu hién mirc chuin PCV?2 cao (21257).

Vao cac ngay 25, 32, va 50, Nhom 3, nhém nhén hai lidu 16pg rORF2 - Carbopol

c6 mic chuén khang thé cao hon Nhém 1, nhém nhén hai lidu 16pg rORF2 - IMS 1314.

Vao cac ngay 25,32 va 50, Nhém 2, nhém nhén 2 lidu 16pg VORF2 c6 mic chuin cao hon

Nhém 4, nhém nhan duy nhét mot lidu vécxin cung loai. Cac Nhém 3, 5, 6, 7, cac nhém

‘nhan c4c mirc rORF2 — Carbopol it di, lan luot 14 16, 4, 1, va 0,25ug, do do biéu hién mirc

chuén khang thé giam sut vao cac ngay 25 va 32.

Bang 19. Tém tit murc chudn IFA d6i véi PCV2 giita cac nhém

Nga Nga Nga Nga;
Nhém Bién phép xt ly Ngay -3 v s y v v
rORF2 - 16pg —IMS 1314
1 . 50 64 646 3326 4314
2 lieu luvong
vORF?2 - l6pg — Carbopol
2 X 50 110 2507 5627 4005
2 licu luong
rORF2 - 16pg — Carbopol
3 . 50 80 1503 5120 6720
2 lieu lugng
vORF?2 - 16pg — Carbopol :
4 » 50 113 1920 3720 1257
1 liéu luong .
rORF2 - 4ug — Carbopol
5 . 50 61 1867 3933 4533
1 licu lugng
rORF2 - 1pg — Carbopol
6 S 50 70 490 2360 5740
2 lieu luong
rORF2 - 0,25pg — '
7 . 50 73 63 382 5819
Carbopol 2 licu luong

78



44551 79/108

KV > 8,0 log — Carbopol
8 . 50 97 4617 7619 10817
2 liéu lugng

9 Kiém soat thir nghiém 50 53 50 129 4288
Kiém soat 4m tinh nghiém
10 50 50 50 78 11205
ngat

vORF2 = ORF2 Vifut duogc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién cta baculovirut tai t8 hop; KV hodc virut toan
b6 té bao bi tidu diét = virut PCV2 phat trién trong mdi trudng ciy t& bao thich hop
* Cho muc dich tinh toan, mérc chudn IFA <100 duoc goi 12 mérc chudn "50"; mtc chudn IFA >6400 duoc
goi 14 mérc chudn "12,800".
** Ngay thtr nghiém
#+% Ngdy md xac

Céc két qua tir cac quan sat 1am sang sau thu nghiém dugc dwa ra dudi day. Bang
20 bao gdm céc quan sat d6i v6i Hanh vi bt thudng, H6 hip bit thudong, Ho va Tiéu chay.
Bang 21 bao gém céc két qua tir Phin t6m tit tdng thé ty 18 mic cac tricu ching 1am sang
ctia nhom va Bang 22 bao gém céc két qua tir Phan tém tit ty 1€ tr vong ctia nhém sau thir
nghiém. Ty 1& méc hanh vi, hd hdp va ho bit thuong sau thir nghiém 1a thip ¢ nhimg con
lon nhin 16pg rORF2-IMS 1314 (Nhém 1), 16pg rORF2-Carbopol (Nhém 3), 1pg rORF2-
Carbopol (Nhom 6), 0,25ug rORF2-Carbopol (Nhém 7), va & nhitng con lon trong Nhom
Kiém soat Thir nghiém (Nhém 9). Ty 16 méc hanh vi, hd hip va ho bét thudng sau thit 12
con s6 khong & nhimg con lon nhén 16pg vORF2-Carbopol (Nhém 2), 1 lidu duy nhét 16pg
vORF2-Carbopol (Nhém 4), 4ug rORF2-Carbopol (Nhém 5), >8 log KV-Carbopol (Nhém

8), va ¢ nhitng con lon trong nhém kiém soat 4m tinh nghiém ngit (Nhém 10).

Tdng thé ty 16 méc cac triéu chimg 14m sang khac nhau gitra cdc nhém. Céc con lon
nhin 16ug vVORF2-Carbopol (Nhém 2), mot lidu duy nhit 16pg vVORF2-Carbopol (Nhém
~4), va céc con lgn trong nhém kiém so4t 4m tinh nghiém ngit (Nhém 10) ¢6 ty 16 méc 1a
0%; céc con lon nhan 16pg rORF2-Carbopol (Nhém 3), va Ing rORF2-Carbopol (Nhém
6) co ty 1€ anh huong 1a 6,7%; céac con lon nhan 16ug rORF2-IMS 1314 (Nhém )cotyle
mic chung 1a 7,1%; cac con lgn nhan 4ug rORF2-Carbopol (Nhoém 5), 0,25ug rORF2-
Carbopol (Nh6ém 7), va vicxin KV >8 log c6 ty 1€ anh hudng 1a 13,3%; va cac con lgn trong
Nhém Kiém soat Thir nghiém (Nhém 9) ¢6 ty 16 méc 1 14,3%.
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Ty 18 tir vong chung gifta cac nhém cling khac nhau. Nhém 8, nhém nhén 2 lidu

vécxin KV ¢6 ty 1€ tir vong cao nhét 1 20,0%; theo sau 1a Nhéom 9, nhém kiém soat thir

nghiém, va Nhém 7, nhém nhén 0,25pg _rORF2-Carbopol va c6 ty 1€ tr vong lan luot 12
14,3% va 13,3%. Nhom 4, nhém nhén 1 lidu 16pug vVORF2-Carbopol c6.ty 1¢ tit vong la

6,7%. Tt ca cac Nhom khac, nhom 1,2, 3, 5, 6, va 10 ¢ ty 1€ tr vong 1a 0%.

Bang 20. Tom tit céc quan sét d6i v6i Hanh vi bat thuong, H hap, va Ho bat thuong

sau thir nghiém gitra cdc nhom

Nhom ‘Bién phap xi Iy N Hi‘;ﬁ;;g‘fﬁt ngf;;;g‘;ﬁt Ho?

. rORF2 - 1§ug—IMS 1314 " 0/14 0/14 1/14
2 licu luong (0%) (0%) (7,1%)

5 vORF?2 - 1‘6pg — Carbopol s 0/15 0/15 0/15

2 lieu luong (0%) (0%) (0%)

3 rORF?2 - 1‘6ug—Carbopol 15 0/15 0/15 1/15
2 lieu luong (0%) (0%) (6,7%)

A vORF2 - léug — Carbopol 15 0/15 0/15 0/15

1 lidu luong (0%) (0%) (0%)

5 rORF2 - 4‘ug— Carbopol r 1/15 1/15 0/15

1 lieu luong (6,7%) (6,7%) (0%)

6 rORF?2 - l‘pg — Carbopol 15 0/15 0/15 1/15
2 liéu lugng (0%) (0%) (6,7%)

. rORFZ—O,%Sug—Carbopol 15 0/15 1/15 1/15
2 lidu luong (0%) (6,7%) (6,7%)

g KV >38,0 }og—Carbopol 15 1/15 1/15 . 0/15

2 lieu lugng (6,7%) (6,7%) (0%)

o . 1/14 1/14 2/14

9 Kiém soat thir nghiém 14

(7,1%) (7,1%) (14/3%)

10 Kiém soat Am tinh nghiém | 0/15 0/15 0/15
ngat (0%) (0%) (0%)

! Téng s6 c4c con lon trong mdi nhém cb bit ky biéu hién sinh hoat bét thudng no it nhét mét ngay
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Bang 21. Tom tit tong thé ty 18 méc cac tridu ching 1Am sang sau thir nghiém & cac nhom

Ty1élonmic | Tyl1é
Nhom Bién phap xir ly N | céc triéu chiung anh
1am sang! huéng
1 | rORF2 - 16pg—IMS 1314 2 lidu lugng 14 1 7,1%
2 | vORF2 - 16pg — Carbopol 2 liéu lugng 15 0 0,0%
3 rORF2 - 16ug — Carbopol 2 lidu luong 15 1 6,7%
4 | vVORF2 - 16ug — Carbopol 1 lidu lugng 15 0 0,0%
5 rORF?2 - 4ug — Carbopol 1 lidu luong 15 2 13,3%
6 rORF2 - 1pg — Carbopol 2 lidu lugng 15 1 6,7%
7 | tORF2 - 0,25pg - Carbopol 2 liéu lugng 15 2 13,3%
8 | KV > 8,0 log— Carbopol 2 lidu lugng 15 2 13,3%
9 | Kiém soét thir nghiém 14 2 14,3%
10 | Kiém soat 4m tinh nghiém ngt . 15 0 0,0%

vORF2 = ORF2 virut duoc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién ctia baculovirut téi t6 hop; KV hodc virut toan

bo t& bao bi tidu diét = virut PCV2 phét trién trong moi trudng cAy té bao thich hop

! Téng s6 céc con lon trong mdi nhém biéu hién bat ky mdt triéu ching 1am sang nao it nhat mot ngay

Bang 22. Tom tat ty 1& tir vong sau thtt nghiém gifta cic nhom

Nhém Bién phap xit Iy N fl‘fuvr‘l’;‘i:z‘; Tzs;;“
1 | rORF2 - 16pg —IMS 1314 2 lidu lwong 14 0 0,0%
2 vORF2 - 16ug — Carbopol 2 lidu lugng 15 0 0,0%
3 | fORF2 - 16ug — Carbopol 2 lidn lrong 15 0 0,0%
4 vORF2 - 16pg — Carbopol 1 lidu lwong 15 1 6,7%
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5 | rORF2 - 4pg — Carbopol 1 lidu lwong 15 0 0,0%
6 rORF2 - 1pg — Carbopol 2 lidu lugng 15 0 0,0%
7 | tORF2 — 0,25pg — Carbopol 2 lidu luong 15 2 13,3%
8 | KV > 8,0log— Carbopol 2 liéu lugng 15 3 20,0%
9 | Kiém so4t thir nghiém S 14 2 14,3%
10 | Kiém soat 4m tinh nghiém ngat | 15 0 0,0%

vORF2 = ORF2 virut dugc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién cua baculovirut tai t6 hop; KV hoic virut toan
b té bao bj tidu diét = virut PCV2 phét trién trong moi trudng cdy té bao thich hop

Phan t6m tit c4c mirc phan trim ton thuong phéi trung binh gifta cdc nhém va chin
doén thtr duge dua ra dudi diy trong bang 23. Nhoém 9, nhom kiém soat thir nghiém, c6
muc ph?ln tram ton thuong phéi cao nhit vé6i gia tri trung binh 1 10,81 + 23,27%, theo sau
]a Nhém 7, nhém nhén 0,25pg rORF2-Carbopol va c6 gia tri trung binh 1a 6,57 + 24,74%,
Nhém 5, nhém nhén 4pg rORF2-Carbopol va ¢ gia tri trung binh 1a 2,88 + 8,88%, va
Nhom 8, nhoém nhan vicxin KV va c6 gid tri trung binh 12 2,01 + 4,98%. S4u (6) nhém con
lai ¢6 muc phén trim ton thuong phdi trung binh thdp hon nam trong pham vi tr 0,11 +
0,38% dén 0,90 + 0,15%.

Chén doan tam thoi bénh viém phéi khéc nhau gitta cac nhém. Nhém 3, nhom nhén
hai lidu 16pg rORF2-Carbopol, ¢6 ty 1& chin do4n tam thdi bénh viém phdi thap nhat, voi
13,3%. Nhém 9, nhém kiém soét thir nghiém, ¢6 50% nhém duge chan doan tam thoi bénh
viém phdi, theo sau 1a Nhém 10, nhom kiém soat 4m tinh nghiém ngit va Nhém 2, nhom
nhén hai lidu 16pg vVORF2-Carbopol, vdi lan lugt 46,7% va 40%, duge chan dodn tam thoi
bénh viém phdi.

Cacnhéom 1,2, 3, 5,9, va 10 c6 0% nhém duogc chin doan tam thdi nhiém PCV2;
trong khi Nhém 8, nhém nhén hai lidu vicxin KV, ¢6 ty 1€ chan doan tam thoi nhiém PCV2
cao nhét, v&i 20%. Nhém 7, nhém nhan hai lidu 0,25pg rORF2-Carbopol, va Nhom 4,
nhém nhin mot lidu 16pg vORF2-Carbopol dugc chan doan tam thoi nhiém PCV?2 trong
1an luot 13,3% va 6,7% mdi nhém.

Loét da day chi dugc chan doan & mdt con lgn trong Nhém 7 (6,7%); trong khi 9
nhém khac van khong bi loét da day.
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Béng 23. Tém tit mic % tdn thuong phdi trung binh va chin doan tam thoi
Nhém Bién phap x Iy N iﬁ?gj‘:;ﬁ; Tz'alce
1 | tORF2 - 16pg — IMS 1314 2 liéu lugng 15 0 0%
2 | vVORF2 - 16pg — Carbopol 2 lidu lugng 15 1 6,7%
3 | tORF2 - 16pg — Carbopol 2 lidu lugng 15 3 20,0%
4 | VORF2 - 16ug — Carbopol 1 lidu lugng 15 2 13,3%
5 | tORF2 - 4pg — Carbopol 1 lidu lugng 15 3 20,0%
6 | TORF2 - 1pg— Carbopol 2 lidu lugng 15 6 40,0%
7 | tORF2 - 0,25ug — Carbopol 2 uéu luong | 15 7 46,7%
8 | KV > 8,0log— Carbopol 2 lidu lugng 15 12 - 80%
9 | Kiém soat thir nghiém 14 14 100,0%
10 | Kiém soat 4m tinh nghiém ngt 15 14 93,3%

vORF2 = ORF?2 virut duoc tich; rORF2 = ORF2 biéu hién ctia baculovirut tai t5 hop; KV hoic virut toan

bo té bao bi tiéu diét = virut PCV2 phit trién trong méi trudong cdy té bao thich hop

Tém tét cac két qua anh huéng duong tinh d6i véi THC gitra cac nhom dugce dua ra

dudi day trong Bang 24. Nhom 1 (16pg rORF2 - IMS 1314) ¢6 ty 16 cac két qua dwong tinh
d6i véi THC thép nhét véi 0% s6 lon duong tinh dbi véi PCV2, theo sau 1a Nhom 2 (16pug
yORF? - Carbopol) va Nhém 4 (1 lidu duy nhét 16ug vORF2 - Carbopol), ¢6 ty 1€ THC la
6,7% va 13,3%, mdt cach 14n luot. Nhém 9, nhom kiém soat thir nghiém, c6 ty 1€ anh hudng
dwong tinh déi véi THC cao nhét v6i 100% sb lon duong tinh d6i v6i PCV2, theo sau 1a

Nhém 10, nhom kidm soat 4m tinh nghiém ngit, va Nhém 8 (vicxin KV), v6i lan lugt

93,3% va 80% sd lon duong tinh véi PCV2.

Bang 24. Tém tit ty 16 mic duong tinh dbi véi IHC giita cac nhom
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Nhém Bién phép xit Iy N E‘I’ﬁll‘;f[‘r‘:lftt ;‘;‘; | Ty 18 méc
1 | tORF2 - 16pg — IMS 1314 2 liéu lugng | 15 0 0%
2 vORF2 - 16ug — Carbopol 2 lidu lwong - | 15 1 6,7%
3 rORF2 - 16pug — Carbopol 2 lidu lwong 15 3 20,0%
4 vORF2 - 16ug — Carbopol 1 lidu luong 15 2 13,3%
5 rORF2 - 4ug — Carbopol 1 liéu. lugng 15 3 - 20,0%
6 rORF2 - 1ug — Carbopol 2 lidu lugng 15 6 40,0%
7 | tORF2 — 0,25pg — Carbopol 2 liéu luong | 15 7 46,7%
8 | KV > 8,0log— Carbopol 2 liéu lugng 15 12 80%
9 | Kiém soat thir nghiém 14 14 100,0%

10 | Kiém sodt am tinh nghiém ngat 15 14 93,3%

vORF2 = ORF?2 virut dugc tach; rORF2 = ORF2 biéu hién ctia baculovirut tai td hop; KV hodc virut toan
b t& bao bi tidu diét= virut PCV2 phat trién trong moi trudong cy té bao thich hop

Thao luan

Béy vacxin PCV2 duge uéce lugng trong vi du nay, bao gém mot liéu cao (16pg)
khang thé rORF2 dugc bd sung ta chat v6i IMS 1314 duge st dung 2 ‘Iﬁn, mot lidu cao
(16pg) khang thé vVORF2 dugc bd sung ta chit v6i Carbopol duge st dung mot 1an v&i mot
nhém lon va hai 13n véi nhém lon thit hai, mot lidu cao (16pg) khang thé rORF2 duge bd
sung t4 chat v6i Carbopol dugc st dung 2 1An, mot lidu 4pg khang thé rORF2 dugce b sung
t4 chét voi Carbopol duge sur dung hai 1in, mot lidu 1pg khang thé rORF2 dugce b sung ta
chét v6i Carbopol duge st dung 2 1an, mét lidu thip (0,25pg) khéng the rORF2 duge b
sung t4 chét v6i Carbopol dugc sir dung 2 1in, va mot lidu cao (> 8 log) cua vécxin PCV2

_cua toan bd té bao bi giét dugc bd sung ta chét v6i Carbopol. Nhin chung, Nhém 1, nhém
nhén hai lidu 16pg TORF2 - IMS 1314, ¢6 két qua tot hon mdt chut so véi cac Nhom tir 2
dén 7, cAc nhém nhan vacxin chira cac muc khéng thé vORF2 hoic rORF2 khéc nhau duge
b6 sung t4 chét v6i Carbopol va cé két qua t6t hon nhiéu so v6i Nhom 8', nhém nhan hai

lidu véexin PCV?2 ciia toan bd té bao bi giét. Nhém 1 ¢6 mirc ADWG cao nhat thi ba (1,80
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+ 0,301bs/ngay), £y 18 mic hanh vi bit thudng thap nhét (0%), ty 16 mac hd hép bit thuong
thip nhét (0%), ty 1& méc ching ho théap (7,1%), ty 18 mic téng thé cic triu chimg 14m
“sang thap (7,1%), ngang bang v6i ba nhom khac vé ty 1é tir vong thAp nhét (0%), ty 1& %
tén thuong phéi trung binh thip nhét thir hai (0,15 + 0.34%), ty 18 viém phi thép nhét thi
hai (21,4%) va ty 1& méc déi voi cac md THC duong tinh thip nhat (0%). Tuy nhién, Nhém
1 12 nhém duy nhét trong d6 phéan Gng tai vi tri ti€ém dwgc ghi chép, bao gdm 50% duoc
tiém ching 1 ngay sau 14n tiém ching tht hai. Cac vicxin khéac duge dung cho cdc Nhom
tir 2 dén 7 c6 tac dung tot hon vécxin bi tiéu diét va gan bang vécxin duge ding cho Nhém

1.

Nhém 8, nhém nhén 2 liéu viexin PCV2 bi giét dugce bo sung ta chét vé6i Carbopol,
¢6 tap hop cac két qua t& nhat déi véi bat ky nhém vhexin nio. Nhém 8 c6 mirc ADWG
thép nhét (0,93 + 0,331bs/ngdy), ty 1¢ sinh hoat bAt thudng cao nhat thi hai (6,7%), ty 16 ho

"hép bét thudng cao nhét (6,7%), ngang bang véi 3 nhom khac vé ty 1& anh hudng toan bd
cta cac triéu ching lam sang cao nhét (13,3%), c6 ty 1& ti vong cao nhét coa tit ca cac
nhém (20%), va ty 1é THC duong tinh cao nhit (80%) ciia bat ky nhém vécxin nao. C6 méi
quan tim ring vicxin PCV2 ciia toan bd té bao bi giét c6 thé khong duge lam bt hoat hoan
toan trude khi sir dung v6i Nhom 8, didu nay c6 thé giai thich cho cac két qua x4u ctia nhém
ndy. Khong may 1a, khong c6 s lidu cudi cung d8 x4c nhan mbi quan tAm ndy. Nhin chung,
trong pham vi ctia vi du nay, vécxin PCV2 bj giét thong thudng khong c6 tac dung lam
giam bénh lién quan dén PCV2. |

Nhu duge d& cap trude day, khdng co két qua bat loi ndo lién quan dén vécxin thir
nghiém ngoai tru vécxin dugc bd sung ta chét véi IMS 1314. Phan Gng tai vi tri tiém duoc

| ghi chép & 50,0% sé lon 1 ngdy sau lan tiém ching tht hai v6i vécxin c6 cong thirc véi
IMS 1314 va & 28,6% s6 lon 2 ngay sau lan tiém ching th hai. Khong c¢6 phan tng nao
dugc ghi chép ¢ bét ky mdt con lgn ndo nhan vécxin duge bd sung ta chat Carbopol. Bét
ky nghién ctru ndo khéc bao gdm cac con lon dugc tiém ching véi vécxin dugc bd sung ta

chit IMS 1314 nén tiép tuc giam sat k§ ludng céc con lon d& phan tmg tai vi tri tiém.

T4t ca céc con lon biéu hién Am tinh huyét thanh d6i v6i PCV2 vao ngay -3 va chi

c6 Nhém 2 ¢6 mitc chuén trén 100 vao ngay 14. Vao Ngay 25 (ngay thtr nghiém), Nhoém 8
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¢6 mirc chudn khang thé PCV2 cao nhét (4619), theo sau 1a Nhom 2 (2507). Ngoai trir cac
Nhoém 7, 9 va 10, tht ca cc nhém bidu hién phan tng khang thé manh trude ngdy 32. Trude
ngdy 50, tat ca cdc nhom bao gdm ca cac Nhom 7, 9 va 10 biéu hién phan Gng khing thé

manh.

Mbt trong nhitng ddu hiéu xac nhén tiéu chuén cta viéc nhiém PCV2 & giai doan
mudn va su phat trién sau cia PMWS 1a su chim phat trién & nhitng con lgn mdi cai sita,
va trong céc trudng hop nghiém trong, tinh trang syt can dugce ghi chép. Murc tang trong
trung binh hang ngay ctia cdc nhém 1a mét phwong phép dinh luong biéu hién sy chAm phat

trién hodc sut can. Trong vi du nay, khéng c6 su khac biét 16n vé ADWG gifta cdc nhém.
Nhom 8 c6 mitc ADWG thép nhit 13 0,88 + 0,291bs/ngay, trong khi Nhoém 4 ¢6 mire ADWG
cao nhit1a 1,16 + 0,261bs/ngay. Trong phém vi cia nghién ctru ndy, khong c6 su khac nhau
vira du gifta cac nhom dé dit mac hidu quéa cia vécxin trong tuong lai trén co s& cla

ADWG.

Bén canh tinh trang sut can — tinh trang khé thd, hon mé, tai da va doi khi 1a chung
vang da la cdc triu chimg lam sang lién quan dén PMWS. Trong vi du nay, hanh vi bét
thudng va ho hip bt thudng Vél ho khdng dugc ghi chép thuong xuyén cho mdi nhém. Nhu
dugc ching minh trong nghién cru ndy, mo hinh thir nghiém va dong thr nghiém nay
khong din dén viéc biéu hién nhidu céc triéu chimg 1am sang va khong c6 mot tham s tot

dé @it nén tang cho mc hiu qua cua vacxin.

Nhin chung, ty 18 tir vong khong cao trong vi du nay va viéc khong co ty 1& tir vong
cao & nhom kiém soat thir nghiém da han ché tham sb nay dat nén ting cho mtrc hiéu qua
cuia vécxin. Trudce ngay 46, cdc Nhom 4 va 7, mdi nhém c6 mot trong sé mudi lim con lon
tir vong, Nhom 9 ¢6 hai trong s6 mudi bdn con lgn tir vong va Nhom 8 c6 ba trong s6 muoi
lam con lon tu vong. Do thuc té r%mg Nhom 9, nhém kiém soat thir nghiém khong biéu hién

c4c triéu chung 14m sang PCV2 va chi hai con lon tir vong trong nhém nay trudce ngay 46,
véicxin MLV ctia Virut hoi chimg hé hép va sinh san & lon (PRRSV) duge st dung véi tat
ca céc con lon vao ngdy 46. Cac nghién ctu trude di sir dung INGELVAC® PRRS MLV

“nhu mot chét kich thich mién dich dé lam cho bénh PMWS lién quan dén PCV2 trim trong

hon va ty 18 tir vong cao hon trong cic nghién ctru trude nay. C6 hai con lon tor vong ngay
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sau khi str dung vécxin PRRS vao ngiy 46 - Nhém 4 c6 mét con lon tir vong vao ngay 46
va Nhém 7 ¢6 mot con lgn tir vong vao ngay 47 - didu nay hau nhu khong lién quan dén
viéc st dung vécexin PRRS. Vio trude ngay 50, Nhém 8, nhom nhan hai lidu vécxin bi giét,
c6 ty 18 tir vong cao nhét (20%), theo sau 1a Nhém 9 (kiém soét thir nghiém) va Nhém 7
(0,251g rORF2 - Carbopol), véi ty 1& tu vong 1an lwgt 1 14,3% va 13,3%. Nhin chung, viéc
sit dyng mudn vicxin PRRS d6i v6i mo hinh thir nghiém trong giai doan quan sét sau thir

nghiém cua vi dy nay khong lam tang dang ké ty 1& tx vong.

Nhitng tén thuong 16n ¢ lon véi PMWS thir cép v6i viéc nhiém PCV2 thuong bao
g0m bénh hach bach huyét phé bién két hop v6i mot hodc nhiéu tridu chimg sau: (1) viém
phdi k& vé6i phu gian thuy nho, (2) tai da hodc vang da, (3) gan teo cO dbm, (4) loét da day
va (5) viém than. Khi md x4c (ngdy 50), chimg vang da, bénh viém gan, va viém than khong
duogc ghi chép trong bat ky nhém ndo. Bénh loét da day duge ghi chép & mot con lon trong
Nhoém 7, nhung bénh hach bach huyét khong dugc nghién clru cu thé. Dya vao su xuét hién
ctia cac ton thuong ludn b & viée nhiém PCV2, ba nhém c6 it nhit mét con lon duge chuin

“do4n tht v&i PCV2 (PMWS). Nhém 8, nhom nhén hai lidu vécxin b1 tiéu diét, c¢6 20% s6
lon dugc chin doan tam thoi véi PCV2, trong khi Nhom 7 va Nhom 4 ¢613,3% va 6,7%
s6 lon duge chan doan thi véi PCV2, m@t.céch 1An lugt. Mttc % tdn thwong phdi trung binh
khac nhau giita c4c nhém khi md xéc. Cac Nhom 1,2, 3, 4, 6 va 10 ¢6 mitc % ton thuong
phéi thép ndm trong pham vi tir 0,11 + 0,38% dén 0,90 + 0,15%. Nhu mong dgi, Nhom 9,
nhém kiém soat thir nghiém, c6 mic % tdn thuong phdi trung binh cao nhit (10,81 +
23,27%). Trong bdn nhém, mitc % ton thwong phdi trung binh duge wde lugng do tir mot
dén ba con lon trong mdi mdt nhém c6 mic tén thuong phdi rat cao. Tbn thuong phéi co
mau dé/tia va thdng nhét. Pién hinh 1a, t6n thuong‘phéi lién quan dén PMWS duge md ta
v6i mau nau nhat, Khdng thé gap lai v6i ching phu gian thuy nhd. Tén thuong phdi ghi

“chép trong nghién ctru nay hodc khong lién quan dén nhiém PCVZ hodc chét 13y nhiém &
phdi thir hai c6 thé xuét hién. Trong pham vi ctia nghién ciru ndy, muc % ton thu’ong_phéi
hau nhu khong phan 4nh thude do chinh X'E'lC s6 lwong nhiém phdi do PCV2. Ciing nhu vy,
chin doan thtr bénh viém phéi cling co thé dugc str dung. Bét ky mot cbn lon nao bi tén

thuwong phdi, & mitc 0,10% dugc ghi vao danh sich chn doan thir bénh viém phoi. Trong
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vi du nay, khong c6 su khac biét dang ké giita cic nhom vé ton thuong 16n va mirc % ton

thuong phoi 1am nén tang cho mic higu qua cua vacxin.

Céc két qua v& THC cho thdy sy khac biét 16n nhét gifra c4c nhom. Nhom 1 (16pg

rORF?2 - IMS 1314) c6 cac két qua IHC duong tinh thap nhét déi v6i khang thé PCV2 (0%);
trong khi c4c Nhom 9 va 10 ¢6 céc két qua [HC duong tinh cao nhét véi ty 18 mic 1an luot
12 100% va 93,3%. Cac Nhom 3, 5, 6 va 7, cac nhom nhén 16, 4, 1 hoac 0,25ug khang thé
ORF2, mot céch 1n luot, duge bd sung ta chét vi Carbopol, ¢6 ty 18 THC duong tinh lan
luot 12 20%, 20%, 40% va 46,7%. Nhém 2, nhém nhén 2 lidu 16pg VORF2 dugc bd sung
t4 chét v&i Carbopol ¢6 ty 18 ITHC dwong tinh 14 6,7%, trong khi Nhom 4, nhom nhan duy
nhit mot lidu vicxin cting loai, c6 ty 1& IHC dwong tinh 1a 13,3%. Do ban chét khach quan
_cua thir nghiém nay va thuc té ring cac két qua IHC c6 twong quan vdi cac két qua mong
doi, nén viéc thir nghiém IHC chic chén 13 mot trong nhitng tham s6 t6t nhét tao nén tang

cho mirc hi€u qua cia vacxin.

Vi vay, trong mot khia canh cua sang ché, lidu luong phong ngfra‘téi thiéu (MPD)
clia khang thé rORF2 ctia PCV2 dugce bd sung ta chit véi Carbopol trong md hinh lon
CDCD trudce khi thir nghiém PCV2 duge x4c dinh. Cac Nhém 3,5, 6 va 7, mdi nhém nhan
hai liéu khang thé rORF2 dugc bd sung ta chit v6i Carbopol, nhung mirc khang thé rORF2
Kkhéc nhau @i véi mdi nhém. Cac Nhom 3, 5, 6 va 7, mbi nhém 1an lugt nhan 16, 4, 1 hodc
0,25pg khang thé rORF2. Nhin chung, viéc gidm mutrc khang thé rORF2 1am gidm muc
chuén khang thé PCV2, va lam ting ty 1& tir vong, mirc % tdn thwong phdi trung binh va

“anh hudéng cia cac md duong tinh véi IHC. Trong 6 bon nhom nhan cac mic rORF2 —
Carbopol khac nhau, céc Nhém 3 va 5, cdc nhém 14n luot nhan hai lidu 16 hogc 4ug khing
thé TORF2, m&i nhom c6 ty 18 dwong tinh v6i IHC chi ¢6 20%, va mdi nhém cé mirc chuan
khéng thé giéng nhau. Nhin chung, dwa trén cac két qua duong tinh véi THC, lidu lwong
phong ngira t6i thiéu cta khang thé rORF2 dugc dung hai 1an 13 x4p xi 4pg.

Trong mdt khia canh khéc ctia sang ché, tinh khang thé ctia khang th8 PCV?2 tai t6
hop (rfORF2) va khang thé PCV2 VIDO R-1 (vORF2) dugc danh gia. Nhém 2 nhén hai lidu
16pg vORF2 va Nhom 3 nhéh hai lidu 16pug rORF2. Ca hai vécxin ndy dwoc b sung ta

chat véi Carbopol. Ca hai védcxin nay cho thay 12 an toan va ca hai loai vacxin c6 ty 1€ tr
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vong 13 0%. Nhém 2 ¢6 mitc chuin khang thé PCV2 12 2507 vao ngdy 25, trong khi Nhém
3 ¢6 mirc chun khang thé PCV2 12 1503. Nhom 3 ¢6 mirc % tén thuong phdi trung binh
thép hon Nhém 2 (0,11 + 0,38% v6i 0,90 + 0,15%), nhung Nhém 2 ¢6 ty 18 mic duong tinh
v6i THC thip hon Nhom 3 (6,7% vs. 20%). Nhin chung, ca hai vacxin nay c6 tinh khang
thé giéng nhau, nhung VORF2 ¢6 lién quan v6i cac két qua THC t5t hon mdt chut.

Trong mot khia canh khic cua sang ché, su thich hop cua hai ta chét khac nhau
‘(Carbopol va IMS 1314) dugc xéc dinh. Céc Nhém 1 va 3 nhén hai lidu vécxin chira 16pg
khang thé rORF2, nhung Nhém 1 nhén khang thé dugc bd sung ta chit véi IMS 1314 trong
khi Nhém 3 nhan khéng thé duoc bd sung ta chit v6i Carbopol. Ca hai nhém vé co ban co
cling mic ADWG, cung murc anh hudng cua cac d4u hiéu 1am sang sau thir nghiém, cling
muc ty 1& t& vong, va cung muc % tdn thwong phéi trung binh; nhung Nhém 1 ¢6 ty 1€
dwong tinh v6i THC 12 0% trong khi Nhém 3 c6 ty 1& duong tinh v4i IHC 14 20%. Tuy nhién,
Nhém 3, nhém nhén vécxin dugc bd sung ta chét v6i Carbopol c6 muc chuin IFAT PCV2
cao hon vao cac ngay 25, 32 va 50 so v6i Nhom 1, nhém nhén vicxin duge bd sung ta chét
v61 IMS 1314. Nhin chung, méc du vicxin PCV2 duge b sung ta chét v6i IMS 1314 da
dua ra nhimg két qua THC t6t hon, nhung vécxin nay khong tao ra sy phong nglra t6t hon
“d6i v6i viee nhi8m PCV2 va gay ra phan tng tai vi tri tiém. Trong khi vécxin PCV2 dugc
b sung ta chét véi Carbopol ¢6 tac dung tét gin bang vicxin duge bd sung ta chit v6i IMS

1314, nhung lai khong li€n quan dén bat ky mot két qua bét loi nao.

Trong mot khia canh khic cua sang ché, tinh kha thi cia ORF2 cla PCV2 trong 1ml,
mdt lidu san phém duoc xac dinh. Cac Nhom 2 va 4 déu nhéan lé6pg vécxin VORF2 d\iqc
bd sung ta chét véi Carbopol vao ngay 0, nhung Nhom 2 nhan mot liéu thw hai vao ngay
14. Nhém 4 c6 mirc ADWG cao hon mét chit va mitc % ton thuong phdi trung binh thp
hon Nhém 2, nhung Nhém 2 ¢6 mitc chudn PCV2 d6i v6i IFAT cao hon vao Ngay 25, 32
va 50, va muc ty 1€ anh hudng thip hon mot chit ciia cac mé duong tinh d6i v6i IHC. Tit
o4 cac két qua khac ciia hai nhom ndy 13 gibng nhau. Nhin chung, mét liéu vVORF2 duoe bd

“sung ta chit v6i Carbopol ¢6 tac dung giong v6i hai liéu vacxin cung loai.
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YEU CAU BAO HOQ

1.Ché phém tao mién dich bao gém mét lwong protein PCV2 ORF?2 tai to hop c6 hiéu qua
“va mot thanh phﬁn bd sung dugce chon tir nhém bao gém cAc chit virut bét hoat, vat truyén
virut bit hoat, céc chit trung hoa virut bét hoat va két hop cua chung, trong d6 ché phim
tao mién dich da néu cung cAp tac dung béo vé chdng lai cac triéu chimg 1am sang lién quan

dén nhidm PCV?2 sau khi ding mot lidu duy nhét.

2. Ché phim tao mién dich theo diém 1, trong d6 protein PCV2 ORF2 da néu dugc chon ti
nhom bao gém:

i) mot polypeptit bao g6m mot trinh ty duge chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 11; |

ii) bat ky polypeptit nao twong ddng it nhit 90% v&i polypeptit theo i);

iii) mdt polypeptit duwgc ma héa bsi ADN bao gbm trinh ty SEQ ID NO: 3 hodc SEQ
ID NO: 4; va

iv) bit ky polypeptit nao dwge mi ﬁéa bdi mot polynucleotit ma twong ddng it nhat
90% v&i polynucleotit theo iii). |

3. Ché phim tao mién dich theo diém 1, trong d6, ché phim d3 néu bao gbém mot vat truyén

virut bét hoat.

4. Ché phém tao mién dich theo diém 3, trong d6 vat truyén virut bat hoat d3 néu 1a mot

baculovirut tai to hop ma héa cho protein PCV2 ORF2.

5. Ché pham tao mién dich theo diém 1, trong d6 ché phim d3 néu bao gbém mét thanh phén
duoc chon tir nhém bao gém dich ndi nuéi céy té bao, natri thiosulfat, BEI, chit mang, ta
duoc, méi truedng, chat pha lodng, chit déng truong, chit didu hoa mién dich, thudc khang

sinh, va két hop ctia chiing.
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6. Ché phém tao mién dich theo didm 5, trong d6 t4 duge dd néu dugc chon tir nhém bao

gdm axit acrylic, axit metacrylic va bét ky polyme ndo cia ching.

7. Ché phém tao mién dich theo diém 6, trong @6 ta dugc da néu la moét polyme cua axit
acrylic hoic methacrylic va trong d6 cho biét polyme dugce lién két chéo véi ete polyalkenyl

cua dudng hodc ruegu da chuec.
8. Ché phém tao mién dich theo diém 1, trong d6, ché phém d3 néu bao gém mot carbomer.

9. Ché phim tao mién dich theo diém 8, trong d6 lugng carbomer da néu la khoang 500 pg

dén khoang 5 mg carbomer mai li€u.

10. Ché pham tao mién dich theo diém 1, trong d6 ché pham da néu bao g6m mot loai mubi

dugc dung.

11. Ché phém tao mién dich theo diém 1, trong d6 ché phém tao mién dich d néu bao gﬁ”)m

4-400 pg protein PCV2 ORF2 téi to hop.

12. Ché phém tao mién dich theo diém 1, trong d6 ché phém tao mién dich @3 néu la véc-

13. Ché phém tao mién dich theo diém 1, trong d6 1 lidu ché phém tao mién dich di néu

duoc bao ché ¢6 thé tich it nhat 1a 1 ml.

14. Ché phim tao mién dich cung cAp tac dung bao vé chéng lai cac triéu ching lam sang
cua nhlem PCV2 & lon sau khi dung mot lidu duy nhat cia ché phim tao mién dich nay,
trong d6 ché pham tao mién dich bao gdm mot hrong protein PCV2 ORF2 tai t6 hop co
hiéu qua dugc chon tir nhém bao gbm:
i) mt polypeptit baQ gom mot trinh ty duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 5,
'SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 11;
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ii) bt ky polypeptit nao it nhat 90% twong ddng véi polypeptit theo i);

iii) mot polypeptit dugc ma hoa bdi ADN bao gbm trinh ty SEQ ID NO: 3 hodc
SEQ ID NO: 4; va

iv) bat ky polypeptit nao duge ma héa béi mot polynucleotit co it nhat 90% tuong

ddng véi polynucleotit theo iii).

15. Ché phim tao mién dich theo diém 14, trong d6 lugng PCV2 ORF?2 t4i to hop c6 hiéu
qua da néu it nhat 1a 4 pg.

16. Ché pham tao mién dich bao gbm it nhat 2 pg protein PCV2 ORF?2 tai t6 hop va mot
thanh phan bd sung duge chon tir nhém bao gdm céc chét virut bat hoat, vt truyén virut
bat hoat, cac chét trung hoa virut bat hoat va cac két hop cua chung, trong do ché pham
tao mién dich da néu cung cap tac dung bao vé chéng lai cac triéu ching lam sang lién

quan dén nhidm PCV2 sau khi ding mét liéu duy nhét.

17. Ché phdm tao mién dich bao gdm:
mot luong protein PCV2 ORF2 tai t6 hop hiéu qua va mot chat mang, trong dé protein
PCV2 ORF2 nay dugc chon tir nhdm bao gbm:

i) mdt polypeptit bao gdm mdt trinh tu dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 11;

ii) bat ky polypeptit nao it nhit 90% twong dong véi polypeptit theo i);

iii) mot polypeptit dugc ma hoéa béi ADN bao gbm trinh ty SEQ ID NO: 3 hoac
SEQ ID NO: 4; va

iv) bat ky polypeptit ndo dugc ma héa bdi mot polynucleotit c6 it nhét 90% tuong
ddng véi polynucleotit theo iii);

trong d6 ché pham tao mién dich di néu cung cip tac dung bao vé chéng lai cic

triéu ching 1am sang li€én quan dén nhifm PCV2 sau khi dung mot lidu duy nhat.
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18. Ché pham tao mién dich theo diém 17, trong d6 ché pham noi trén bao gém mot thanh
_'phﬁn bd sung dugc chon tir nhém bao gi‘)m céc chét virut bat hoat, vat truyén virut bat hoat,

cAc chét trung hoa virut bét hoat va céc Kkét hop cua chung.

19. Ché pham tao midn dich theo diém 17, trong d6 lwong protein PCV2 ORF?2 tai t6 hop

c6 hiéu qua da néu nam trong khoang tir 4-400 pg.
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<400> 2
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<212> ADN
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<400>3
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gapaguitad
gotocastye
acocoattgl
grigctoiac
aaaggIatoa
geactgogtt
tacaattcag
<210>4
<211> 1713

<212> ADN
<213>PCV

<400> 4
cogncatyas
rrgpocagat
gRagEaRAan
ctaccacagt
fTretioooce
gaaagutias
gerecactge
acccatatgt
gtracttcac
adaggeatca
geactgegtt
tacaattcay

<210>5

<211> 233

<212>PRT
<213> PCV

<400> 5

gottgaattc
tgttattcta
agactactec
agccaaacet
gerriogoety
cgaaaacagt

agaattitaat

gEatcoangy
cotoegooge
tHgCatotte
CACARCGLCC
gugagugyed
gyttgaatte
tgttaticta
aagctactoo
acccaaacet
gotttoootg
coaaaacagt

sgastttaat

tgaccctget
gatgataact
tecogooata
grretigact
aggotacaas
agatacgacc

ciiagagaco

aggoattace

cgoooctgge

tootgggoyg
accaacaand
tygeoctget
gﬁfgataéet
tecogocata
grtettgact
aggetacaas
gaatacgacc

ctiaaagacc
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cececatcac
ttgtascnas
caatenoact
ccacratbga
cototagana
FOogactacan

coooactias

goagaagaag
togteoaces
tetocogoad
tggacatgat
rerctatacc
corocatono
frgtascaaa
cagteecca
coactatiaa
cototagaas
aggactacas

coocacttga

ccagggtgat
ggcoacagle
acoottoioe
ttacttooas
tgtggacoac
tatcoytgta

accokasaty

ACACCHOCLE
CogoLancgs
ctteoggatat
gagatttaat
CIthgadtac
coagggtyat
gOUCacagos
aceettoter
ftacttocas
Totggaccac
tatocgtgts

accotaagaa

aggggagtyy
ctascetaty
Taccactoct
coagataaca
graggectog
accatgtatg

A4t

cgcagioste
taccgttaga
actgtoasng
attgacgact
aggagagtyg
ctascctaty
taccactoge
ceaaataaca
gtagacekoy
accatgtaty
tic
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<400>7
goggocgegd

CRCCOCnOCe
cocoacoyot
Thoggatats
agatttaata
Trigaatact
Caggotgata
gﬁgagagﬁﬁz
coctictoot
tacttocaac

gtygaceacy

gaattegatc
gragooatot
accgttgoag
ctgtoaagdo
rigacgactt
acagaataag
ggggagrtagy
tazccratyga
aceackooey
caaataacas
taggeetcgy

cgroatgacy
Tggocagate
aaggaaasat
taccacagte
taLtresreg
asagyttadg
ctoractyct
cooatatata
tracttcaca
aaggastosg

cactgogtic

atcogtgtaa coatgtatgh acaavtcoaga

coctaagaal totatcacta gltgaattogo

<210> 8

<211> 10387

<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>

<223> Pay 1a PCV loai 2, chu tric ORF2, bao gém baculovirut va cac trinh tuy ma héa pGEM T-

easy.

<400> 8
gagotitact
gasagracyt
ataazagatt
gtgactagoy
ghagoaatas
geagyectyt
getcaagaat
ggrytgeact
cacatciigg
fasattgasd
titaacaaat
tgottogoet

gattaggcey

cgtagagrga

gtagaatgtt

ctaatctgat
aagaagatgt
tegatttaac
tatacaazas
ttattgacac

gractacacyg

gtattgeges

gacazaatta
actrratect
getecgtita
gatatrotoo

grrgaaggat
teccgogegt
atgttttaaa
gtggacogon
caacacytct
aatteasgta
ggtaanagsa
tattaatode
geaggaages
cgttoaagat
attttcaaat
gortgtagos

ACCACRATIL
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tatecaanga
ﬁtctgﬂtgét
ggratettca
ataacgeect
ggagggegya
gtigastict
gtiattetayg
aactacteet
ceCaascety
ctitgoctga
gaaaacagha
gaatitaste

ggooge

catatttage
tggeacaack
acaccrLego
gaacagatay
aaatattaty
cetggccaga
tttacagaas
accggttaca
atagatagat
ttattaatit
rottocgott
gatcagtgyc
tggoascglt

ggcgtiaccy
gooootgget
ataccogiet
cotgggcant
ctaacaaaat
gagecctgetc
Htgatasctt
cecgooatac
tretigactc
ggctacaaac
FAtacgacoa

tranagacee

tgegtttatg
atttacaaty
goooogagly
tazaacadaa
atggtutyes
ctttgeeges
agtgroocqgy
togtgtgoag
tCgasaaage
agttaatatt
cttecagoga
gtigttceaa
gatgttaagt
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£agaagaaga
cgteeaceeo
croecgeace
goacatgaty
cictatatco
ceocateace
tgtaacaaay
aatecootas
cactatigat
ctetagaaat
goactacaat

cooactToan

agataagatt
cggeoaagtt
gttigegrac
ccotagtatt
rrELttgogy
tyasagcata
catgtiguty
atatttagty
cagaggtoac
atttgeatto
accazzacts
togacggtag
ttatgctttt
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gttticcac
cgracsanac
Craccactst
eotttigcat
fgacctgeas
actocttgtet
tgtgcteggt
gittgatcge
geoattotty
cggattiagk
cgctgttaga
tgtetacaty
cottggecac
cttetocaaa
otk e ks 2= e
tatgggggaa
gacgcaagoy
tacagtitty
gtgacgoota
ctrootoogt
égaﬁggaaaa
ggcaatattyg
cgttgggeat
tagigogatt
atcgagteas
gogogrartt
aataatatat
acgactatga
atctgtgcac
tgaccccegt
atgtogotga

gtacgtoitt
cagatgrito
ggcasctaas
ggritoctgdg
atcttiggon
tttaacasgt
gaatgtcegea
gogategtac
taattotaty
aatgagcact
ggtagggeoo
aacacgtata
gaaccggacc
titaaatict
ctattgtttt
catgogloege
grtaaaacgt
atttgeatat
CRECtoeoy
gtggoogass
gratctgtac
QUABATTCYS
gtacgiooga
Fazacgligr
gtgatcaaay
tazgcaaacta
tatgtatege
tagagatcaa
gegttecgge
agtgacdacyg

cottaaaact

togoougtan
coctigteey
toggtgacct
aageoggtat
togatetget
fectogngttt
atcagottag
ttgtoggtgo
grgtaaggea
gtatgogget
ceatittgga
gerttatcac
tgttggtege
ceaztritag
tiagcglasa
tacgacacte
gttgcgegtt
taacggegat
cecgegtiga
acgtogageg
grcgaatgat
gaatatatac
BCOLTORtTt
aoatgotogo
tgtggaatas
gecatertgt
acylcaagasa
ztaaagcgey
aogagottty
atcacgeeca

attaagecat
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tagooytang
cygyotatty
gegogtottt
acatgogytt
tgtecttgat
Trtgrgooac
attales ¥ agale
agagcactty
atttggactt
geaaatacay
tggtoetyete
adactgtata
gototageac
cgcgagocat
Ctaaactrat
gtogttatga
CAacgogga
titttaaatt
crogotgoac
ggtggtogat
cgtegggcga
agrtrgggttg
gcatgeaage
fittaatcat
fgrLriete
aagttagrirt
ttaacaatgo
aattasatay
attgtaataa

asagasctye

cgtagtgecy
anecgegcga
ttEetgeatt
tagateagte
ggeaschaty
taccgotige
tttgetetce
aggaattact
cataatoage
cgggtogooe
aagtaacgat

trttaaacty

Titgatacac
Totagtazge
acgragacygy
aacarcgoas
arcttattts
ctcgagoagt
gaccagogyc
aggeacgteg
trtgograta
cgazattaaa
gocgtegatt
grattecega
catrtaatyc
geocogttgte
citgcgache
grirttacga
cgactacaan

gttagtcgaa
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togogogra
tergacanat
atttogtott
atgacgrucy
egtteaataa
agogegtiig
tootecogtt
tottctaaaa
tgaatcacyt
citticacga
ttgtatttat
tragegacat
trgaacgtat
gtgtgtocgat
aataattaasz
cgoiggiete
aagtraatag
gtasaragtt
togrtgacac
gtgocegracy
gectocasgt
tetategtagy
teattgogat
gaatogogla
gteasgrges
agcrttatec
geatettadc
aacgtgoacy
afcgatgaca
attaccgagt

traggacoge
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tHgtocgaga
agagegoat
aéattgaﬂcc
ggactgogat
aattttaaaa
aatgtogtcg
aacgattiga
aacigttaca
actotgacgo
atcaaatooo
cretgioogt
anRzacAatLat
cattigtagt
aatcattitc
tagacgeett
aattaacata
tgteatanat
tgtaatttac
aatttatata
acgeagete
coagastgrt
cEtgogagoay
atcacasact
gataaceatc
aaacctataa
cagoygecye
g&t&azgﬁﬁg
ﬁﬁggamacag
cobtoggata
tgagatitas
cotttgaata
coeagggtga

agrcgogasg
gtitagacasa
taactocata
tgtacatyet
spcgcagean
acatgctgaa
angaasacaa
ttgcaaacgt
atttctacaa
aagatgtgta
rigctogoas
aaatgorasa
attatatéta
asatyatics
gtegtettet
griattatcg
atatatgtct
aacagtgota
atcaatgaat
tretagttea
gracgaactg
Tertgrtg
guaaatgrot
teycaaataa
atattrcogga
gugaaticga
:agcagtnaﬁ
ctaccgiiag
tactgtoasy
tattgacgac
ctacagaata

‘tagaggagtg

tatggegnat
gRsAgCEaca
cacgytette
gEtaacgget
gagasacatt
caacaagatt
tytacogoge
ggtttegtgt
coacgacton
taaaccacey
ttgraagogt
Trtgtittrt
Attgaaaacg
cagttaatit
totiogtatt
tatcoatata
Frtttaatgy
tttictggta
ttggoatogt
attacaccat
ttadacaaas
ttadaaatasn
atcaatatat
ataagrarct
Tratitcatac
toogooatga
cityggccaga
agasggaaaa
getaccacay

agaaaggtta

ggrocacty
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goatagtata
tatttaatta
tacaatgurd
cogoocacta
tgtatyaang
gatatgecto
gocggtatgl
gooasgtata
sagtutgtoy
aactgccaay
crcadgtorta
attadcgata
cgtagttata
groacaatat
cocrictotyy
Tgtatctalc
gatgtatagy

gricticgga

cggrtitata
trtrtagoag
acagtteace
cagtcattge
agrrgotgat
factgtiitc
CgLocoaccsd
cgtatcoaag
foocteegoog
atggcatett
teacascged
caggaguugy
aggttgaatt
ctygttattct

5
acgtytogay
atccogatas
gggttttogt
traatgasat

agtgogtana

cgtatataaa

acagaaagag
aasaccgaty
gtgaagtcat
aagtgagaac
Trrgtaatta
Caaaccaaac
atfgltgasg
aattriattt
ttcatttiee
gtatagagra
ACCOCLgTye
gLgtgLiget
caatatgttg
caccggatta
teeetttict
aatgagacgo
ateatggagd
gtaacagttt
Togagegrgy
gaggcgttal
cogoooctgg
CAACACCCOE
ctectaggcy
gac&ﬁataaa
ctggoootye

agatgataac
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toogoieatt
tebtattgat
casgarvroe
tazsastice
aggaasgaas
aagaatattg
grtiatacta
ttiaatcaag
goatcetrta
tgtcgacaag
trgastaata
geaacaagas
taatatttaa
toacataaac
tecteataaa
aattititot
atagtrttte
Ttagttatta
coggeatagt
acataacttt
atactattgt
acaaactant
taatltazaat
tgtaataaa
atcagatotg
cgcagaatag
ctogtocace
ctocteecgoa
gtggacatga
atctotatac
trococoaton

fttigtaacan

2700
2760
2820
2880
2940

3000

3060
3120
3180
3240
3300

3420
3480
3540
3600

3660

EFpL

ETE:LE

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

£440
4500

4560
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agyccatage
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ttogggaage
cgttogotec
atoogytase
agecactagt
gtggtggcct
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aatcagtgag
coeogtogta
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cggtoctoey
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gagcggatacs
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ctgacacatyg
acaagooogt

gocatcagay

glopogottt
aageiggget
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cagetoeogn
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acgetgtagy
acooooogtt
gotaagacac
gratgtagyc
gacagrattt
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trcatccagh
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getteattes
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agggogatey gtocgggoct cftcgetatt acgoccagoty gogasagugy gatgigotgo
agggcgatta agtbgggtas cgécagggit ticocagios cgacgtigta aaacgacggo
cagtgee
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Fig 2(b)
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