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Linh vwc k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén vacxin chiing ngira tac nhan giy bénh & dong vat sir dung
hat replicon ARN cuia alphavirut va t4 chit ddu. Sang ché dé cap dén vacxin, va kit gdm
céc phan bao gdm hat replicon va ta chat dau. Sang ché ciing dé cap dén phuong phap

va ting dung diéu ché vacxin va céc thanh phan cua kit.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Nhiéu chién lugc trén co s& vecto da dugce sir dung qua nhiéu nim dbi véi cac
vacxin nhdm ngin ngira tic nhan gy bénh & dong vat. Mot chién luge vecto nhu vay
bao gdém sir dung hat replicon ARN ¢6 ngudn gbc alphavirut (RP) [Vander Veen, et al.
Anim Health Res Rev. 13(1): 1-9 (2012) doi: 10.1017/S1466252312000011; Kamrud et
al., J Gen Virol. 91(Pt 7): 1723-1727 (2010)] ma da dugc phat trién tir mot vai alphavirut
khac nhau, bao gdm Virut gy bénh viém ndo ngua Venezuela (VEE) [Pushko et al.,
Virology 239: 389-401 (1997)], virut Sindbis [Bredenbeek et al., Journal cuia Virology
67: 6439-6446 (1993)], va virut Semliki Forest [Liljestrom and Garoff, Biotechnology
(NY) 9: 1356- 361 (1991)]. Cac khéng nguyén gy bénh dugc ma héa duoc biéu hién
bdi hat replicon, sau khi n6 gay nhi®m vao té bao dich cta nguoi hodc dong vat. Két qua
1 tao ra cac khang thé bao vé chdng lai khang nguyén dugc biéu hién. RP ¢6 profin an
toan va hiéu qua hip dan khi so véi mot sb ché pham vacxin théng thuong [Vander
Veen, et al., Anim Health Res Rev. 13(1): 1-9 (2012)]. Nén tang RP 13 co s& cho mot
vai vacxin dugc USDA cép phép, bao gdm: vacxin tiéu chay cAp trén lon, hat ARN (M3
san phAm 19U5.P1), vacxin ciim lon, ARN (M3 san phim 19A5.D0), vacxin cim chim,
ARN (M3 san phdm 1905.D0), va san phdm ké don, hat ARN (M4 san phadm 9PP0.00).

Hat replicon ARN ¢ ngudn gdc alphavirut thiéu cac gen ma hoéa protein chu tric
cua alphavirut, nhung duy tri cac yéu t& sao chép can cho viée tu khuéch dai ARN té
bao chét, va viéc biéu hién ctia cac axit nucleic khac loai cai vao, duge didu khién boi
gen khoi dAu tidu hé gen hoat tinh cao 26S cua alphavirut. Do d6, RP 1a hat giy nhiém
vong don, khuyét sao chép do ving mit cdc gen ma héa protein cAu tric. [Lundstrom,
Vacxin 6: 2392-2415 (2014)]. Cac protein cu tric can cho viéc dong goi va tao hat
replicon do d6 phai dugc cung cép in trans trong té bao cha thich hop, dé tao ra RP [xem

Vajdy et al., Immunol. va Cell Biol. 82: 617-627 (2004)]. Cac protein cu trac thuong
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duoc cung cip boi qua trinh ddng chuyén nhifm tam thoi replicon ARN va mét hodc
nhiéu ARN ‘hd tro’ ma hoa cac protein cAu triic. Theo cach khac, RP ¢6 thé duge tao ra
tir cac dong té bao dong goi biéu hién cic protein ciu triic cia virut, vé mit cu tao hoic
tam thoi, tr mot hodc nhiéu casset biéu hién ADN. Theo cach nay, viéc tao ra hat
replicon bao t6n tinh khuyét sao chép ciia cac vecto nay, do cac protein chu trac khong
duogc bao gém bén trong hé¢ gen RP thu dugc [Polo et al. Dev. Biol., 104: 181-185
(2000)]. Céc hat replicon ARN ctia alphavirut khuyét sao chép nay, khi dugc st dung
dé gy mién dich cho nguoi hodic dong vat dich, tao ra cac dép ung mién dich bao vé in
vivo. Cac vecto alphavirut trén co s& VEE, vi du, tao ra cic dép ing mién dich mang
nhéy va toan than manh sau khi gay mién dich toan than cho chudt nhit va céac dong vat

16n hon [Davis et al., IUBMB Life 53: 209-211 (2002)].

T4 chét 1a cac hop chat da biét c6 kha nang tao ra kich thich khong dic hidu dbi
v6i hé mién dich cia ngudi hodc dong vat dich. Sir dung chuén ddi véi cac ta chat 1a
trong céc vacxin trén co s& cac khang nguyén bét hoat hodc c¢6 ciu triic dudi phan tir.
Hién c6 nhiéu loai va ché phém t4 chét, vi du: mudi nhdm nhu Nhom-hydroxit, hodc
Nhoém-phosphat, liposom, glucan, alginat, cac thanh phan vi khuin nhu thanh phan
thanh té bao, ddu khoang hodc diu phi khoang, ta chit tong hop nhu: polyme khéi phi
ion, polyamin nhu dextran sulphat, Carbopol™, pyran, va Saponin, nhu: Quil A™, hogc

Q-vac™, Saponin va cac thanh phin vacxin c6 thé dugc két hop trong ISCOMT™,

Hon thé nita, peptit nhu muramyldipeptit, dimetylglyxin, tuftsin, thudng duoc st

dung lam ta chit. Tuwong tu, cdc san phadm két hop nhu ché pham ISA™ (Seppic, France).

S tay vé ta chit va cac ung dung va tac dung cua chiing 1a: “Vacxin adjuvants”
(Methods in molecular medicine, vol. 42, D. O’Hagan ed., 2000, Humana press, NJ,
ISBN: 0896037355).

Viéc trich dan tai liéu tham khao bit ky trong ban md ta nay can dugc hiéu 1a
viéc dua vao ma tai liéu tham khao nhu vay 1a kha dung lam “tinh trang k¥ thuéat” cho
sang ché.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché d& xut vacxin bao gdm hat replicon ARN cta alphavirut ma hoa khang

nguyén c6 ngudn goc tir tac nhan giy bénh & dong vat, trong d6 vacxin con bao gdm ta

chét dau.
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Theo mdt phuong 4n vé vacxin theo sang ché, ta chit dau bao gom it nhat mot

dau duoc chon tir du khoang va dau phi khoang.

Theo mdt phuong &n vé vacxin theo sang ché, ta chat dau bao gobm dau khoang;

t6t hon néu dau khoang 1a diu parafin long.

Theo mot phwong 4n vé& vacxin theo sang ché, ta chit ddu bao gdm diu phi
khoang; t6t hon néu dau phi khoang duoc chon tir dau tdng hop, dau ban tdng hop, dau
dong vat, va dau thuc vat. Tét hon nita néu dau phi khoang dugc chon tur squalan,
squalen, tocopherol va diu thuc vat. Theo mdt phuwong 4n tocopherol la alpha-
tocopherol; tét hon nita néu alpha-tocopherol duogc chon tir vitamin E va vitamin E-

axetat. Theo mot phuong an dau thuc vt 1a oleat, t6t hon nira 1a etyl-oleat.
Tét hon nita néu dau phi khoang 13 squalan.

Theo phurong an wu tién v€ vacxin theo sdng che, ta chat dau bao gom nhiéu hon

mot dau.

Theo mdt phwong 4n vé ta chit ddu bao gdm nhiéu hon mot dau, t4 chit bao gdm
dau khoang va mot hodc nhidu diu phi khodng. Tt hon nita néu ta chét dau bao gém
dau parafin 16ng nhu diu khoang, va mdt hodc nhidu diu phi khoang dwgc chon tir
squalan, squalen, vitamin E, vitamin E-axetat, oleat, va etyl-oleat. TSt hon nita néu ta
chat dau bao gdbm dau parafin 1éng va vitamin E-axetat. Tt nhit néu t4 chat dau la

XSolve™,

Theo phuong an khac vé ta chit ddu bao gdbm nhiéu hon mét dau, ta chéit bao gdm
nhiéu hon mét dau phi khoang. Tt hon néu ta chat dau bao gdm nhidu hon mot dau phi
khoéng dugc chon t squalan, squalen, vitamin E, vitamin E-axetat, oleat, va etyl-oleat.
Tét hon nita néu ta chat ddu bao gdm squalan va vitamin E-axetat. Tot nhét néu t4 chat

diu 12 SVEA™,

Theo mét phuwong 4n vé vacxin theo séng ché, lugng diu khoang trong ta chat
dau 12 1 - 70% v/v (thé tich/thd tich) ta chat ddu. T6t hon néu ta chat dau bao gém lugng
dau khoang 12 5 - 60% v/v ta chat dau.

Theo mdt phuong an vé vacxin theo séng ché, téng luong dau phi khoang 12 0,1
- 30% w/v (trong lugng/thé tich) ta chit dau. T4t hon néu t4 chét dau bao gdm téng

luong dau phi khoang 12 0,5 - 25% v/v ta chét dau.
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Theo mot phuong 4n, khi dau phi khoéng bao gdm squalan, ta chat ddu bao gdm
squalan & 0,5 - 30% w/v t4 chat dau; t6t hon nita néu ta chat diu bao gdm squalan & 1 -

25% w/v, & 2 - 15% w/v, hodc thdm chi bao g@)m squalan & 3 - 10% w/v ta chét dau.

Theo cach khac hodc ngoai ra, theo mot phuong an khi dau phi khoang bao gdm
vitamin E axetat, t4 chit ddu bao gém vitamin E-axetat & 0,1 - 30% w/v ta chat dau; t6t
hon nita néu t4 chat dau bao gém vitamin E-axetat & 0,5 - 20% w/v, & 1 - 16% w/v, hoac

tham chi bao gdm vitamin E-axetat & 2 - 10% w/v ta chat dau.

Theo mdt phuong 4n vé vacxin theo sang ché, t4 chat dau dugc diéu ché dudi
dang nhil tvong gdm pha diu va pha nuée. Tét hon néu ta chit ddu duge didu ché duai

dang nhii tvong dau trong nudc (O/W).
Theo mét phuong 4n, pha nudc bao gdm nudc ¢6 chit lwong duge dung.

Theo mdt phuwong an nhii twong cla t4 cht diu duge diéu ché dudi dang vi nhil
tuong, trong d6 cac giot cua pha bén trong 1a nhé hon 1 micromet. Tét hon néu vi nhil
tuong 1a nhii twong O/W, tét hon nita néu vi nhii trong O/W dugc didu ché st dung
phuong phap 1am ddng nhit ning luong cao, tham chi tot hon nita néu dugc diéu ché

bing phuong phap vi 1éng héa.

Theo mdt phuong 4n vé vacxin theo sang ché, nhii twong clia ta chit ddu bao gom
chit nhii hoa, tbt hon néu chit nhii hoa bao gdm Polysorbate, tot hon nita néu chét nhii

héa bao gdm Polysorbate 80.

Theo mot phuong 4an, vacxin theo sang ché bao gdbm nhii twong cta ta chét dau,

t6t hon néu vacxin bao gdm t4 chét dau duoc didu ché duéi dang nhil twong O/W.

Theo mot phuong an vé vacxin theo sang ché, vacxin dugc dieu ché dudi dang

nhil twrong dau trong nudc (O/W).

Theo mdt phuong 4n vé vacxin theo sang ché, hat replicon ARN ctia alphavirut
1a hat replicon ARN culia alphavirut gdy bénh viém ndo ngwa Venezuela (VEE). Theo
phuong an cu thé, hat replicon ARN cua alphavirut VEE la hat replicon ARN cua
alphavirut VEE TC-83. Theo cac phuong an khéc, hat replicon ARN cua alphavirut [a
hat replicon ARN cua alphavirut Sindbis. Theo cac phuong 4n khac nita, hat replicon

ARN cuia alphavirut 1a hat replicon ARN cua alphavirut Semliki Forest.

Theo mot phuong 4n vé vacxin theo sang ché, doi voi khang nguyén duge méa
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héa c6 nguén géc tir tdc nhan gdy bénh & dong vat, tic nhan gdy bénh ¢ dong vat duogc
chon tir virut, vi khuén, ky sinh trung, ddng vat nguyén sinh, ndm, ran, va prion. Tét hon
nita néu khang nguyén duwoc ma héa c6 ngudn gde tir tic nhan gay bénh & dong vat 1a
khéang nguyén c¢6 ngudn gde tir virut hodc vi khuin. Tét nhat néu khang nguyén 1a tir

virut.

Theo mot phuong 4n vé vacxin theo sang ché, RP ma héa khang nguyén ¢6 ngudn
gbc tir tac nhan gy bénh & dong vat, nhd dé dong vt 1a dong vat thich hop cho khoa
hoc thu y. Tét hon néu dong vat dugc chon tir cd, chim va dong vat co6 vu. Tbt hon nira
néu dong vat 1a dong vat hoang da, vat nudi, hodc dong vat cung. Vat nudi la ca, chim,
lon, hodc dong vat nhai lai; t6t hon néu lon 1a loai lon; t&t hon néu chim 1a ga, ga tay,
Vit, ng@ng, chim cut, hodc da diéu; t6t hon néu dong vat nhai lai [a bo, curu, dé, trau, lac
da hozic huou; t6t hon néu ca 1a ¢4 vay xuwong, tot hon nira néu ca hdi hodc cd vay simg
nude ngot (tie 14, thanh vién cia ho Cichlidae). Ca hdi tbt hon néu duge chon tir ca hodi
Atlantic, ca hoi dau thép, ca hdi chinook, c4 hdi coho, c4 hodi gu, ca hdi cho, va ca hoi
d6, ca hoi cau Véng, ca hdi subi, ca hdi hd, va ca hdi ndu, va ca hdi chdm hﬁ”)ng. Cé vay
simg nude ngot tdt hon néu 1a ¢4 rd phi. Dong vat cung tét hon néu duge chon tir meo,

cho va ngua. Tot hon nita néu dong vat la ca ro phi, ga, hodc lon.

Theo mdt phuong an vé vacxin theo sang ché, trinh tw nucleotit ctia gen ma héa
khang nguyén c6 ngudn gc tir tic nhan gy bénh & dong vat theo sdng ché dugc t6i uu
hoa dé biéu hién trong té bao ciia loai dong vat dich dung vacxin. Theo mot phwong 4n,
t61 wu hoéa trinh tu nucleotit 14 t6i wvu hoa codon. Theo mdt phuong an, t8i wu hoéa trinh

tu nucleotit 1a t6i wu hoa cau trac bac hai ciia sdn pham phién ma ARN.

Theo phuong 4n vu tién, viéc tdi wu hoa trinh tw nucleotit ctia gen ma héa khang
nguyén c6 ngudn gdc tir tic nhan gay bénh & dong vt theo sdng ché lién quan dén ca
kha ning ma va céu tric béc hai clia san phim phién ma ARN. Tét hon néu viée ti wu
héa trinh tu nucleotit duoc thuc hién theo c4c quy trinh dugc mo ta trong mot hodc nhiéu

US 7,561,972, US 7,561,973, US 7,805,252, va US 8,126,653.

Theo phuong 4n dic biét wu tién vé vacxin theo sdng ché, ta chit dau bao gdbm
dau khoang va diu phi khoang, vacxin dugc didu ché duéi dang nhil tuong O/W, hat
replicon ARN cuia alphavirut 12 hat replicon ARN cua alphavirut VEE, khang nguyén

cua tac nhan giy bénh & dong vat 1a khang nguyén cla virut, va virut 1a tac nhan gy
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bénh & lon.

Theo phuong 4n uu tién vé vacxin theo sang ché, khang nguyén duge ma héa c6
ngudn gdc tir tdc nhan gdy bénh & dong vat 1a protein Vhemagglutinin (HA) hoac
neuraminidaza (NA) cda virut cim, hodc manh khang nguyén cia protein HA hodc NA
nhu vay. Protein HA va/hodc NA tét hon néu c6 ngudn gde tlr virut cim typ A, tot hon

nita néu c6 ngudn goc tir virut cim lgn A hodc tr PEDV.

Sang ché cling d€ xuat vacxin da gia bao gom hat replicon ARN cua alphavirut
theo sang ché, trong d6 vacxin bao gom nhieu hon mdt RP ma héa khang nguyén, hoac
vacxin bao gom mot hodc nhiéu RP mdi hat ndy ma hda mdt hodc nhiéu hon mét khang

nguyén theo sang ché.

Vacxin theo sang ché bao gdm luwong hiru hiéu mién dich ctia hat replicon ARN
ctia alphavirut theo sang ché. Theo mdt phuwong an vacxin bao gém tir khoang 1 x 10”3
dén khoang 1 x 10711 RP. Theo c4c phuong 4n cu thé hon, vacxin bao gbm tir khoang
1 x 1074 dén khoang 1 x 10710 RP. Theo c4c phuong an tham chi cu thé hon, vacxin
bao gdm tir khoang 1 x 10"5 dén khoang 1 x 10"9 RP.

Vacxin theo sang ché bao gdm luwong hitu hiéu mién dich cua ta chit dau theo
sang ché. Theo mdt phuong 4n, vacxin bao gdm ta chét dau véi lugng nim trong khoang
10% - 90% v/v vacxin. T8t hon nita néu vacxin bao gdm ta chét diu véi lugng nim
trong khoang 20% - 80% v/v, 30 - 70% v/v, hodc tham chi 40 - 60% v/v vacxin. Tt

nhat néu vacxin bao gom ta chat dau véi lugng khodng 50% v/v vacxin.

Theo cac phuong an cy thé, vacxin theo sang ché dugc ding véi lidu thé tich trén
mdi dong vat 1a 0,05 mL dén 5 mL. Theo cac phuong an cu thé hon, liéu ding trén mdi
dong vat 1a 0,1 mL dén 2 mL. Theo c4c phwong 4n cu thé hon nﬁa, lidu ding 14 0,2 mL
dén 1,5 mL. Theo cac phuong &n thdm chi cu thé hon, liéu dung 13 0,3 dén 1,0 mL. Theo

cac phuong an cu thé hon nita, lidu ding trén mdi dong vat 12 0,4 mL dén 0,8 mL.

Theo mdt phuong an vé vacxin theo sdng ché, vacxin bao gdm t4 chit khac. Tot
hon néu t4 chét khac duoc chon tir nhém: thanh phan thanh té bao vi khuén, cytokin
(xytokin), va axit nucleic kich thich mién dich bao gdm CpG khoéng duoc metyl héa.
Theo mdt phuong an, axit nucleic kich thich mién dich 1a mdt hoic nhiéu dugc chon tir
WO 2012/089.800 (ho X4), WO 2012/160.183 (ho X43), va WO 2012/160.184 (ho
X23).
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Theo mdt phuong 4n v& vacxin theo sang ché, vacxin bao gdm khang nguyén
khac cua tac nhan giy bénh & dong vat. Theo phuong 4n uvu tién, khang nguyén khac
duogc chon tir nhém: vi sinh vat gidm doc luc, vi sinh vat bat hoat, va cdu triuc dudi phan

tr cua vi sinh vat.

Theo khia canh khéc sang ché dé xudt kit gdm céc phén, kit bao gdm it nhét hai
vat chira, nhd d6 it nhat mot vat chia 1a bao gém hat replicon ARN cua alphavirut ma
hoa khang nguyén c6 ngudn gdc tir tdc nhan gy bénh & dong vat, va it nhat mot vat
chtra 1a bao gf)m t4 chat dau. Tt nhat hai vat chira véi mdi vat chira bao gém hat replicon

ARN cua alphavirut, hodc t4 chit dau, véi cac lugng hitu hi€u mién dich.

Theo cac phuong 4n wu tién vé kit gdm céc phan theo séng ché, mot hodc nhiéu
hoic tat ca: hat replicon ARN ciia alphavirut, khang nguyén dugc ma héa, tic nhan gay
bénh & dong vat, vata chét dau, 14 nhu dugc x4c dinh theo bét ky mot hodc nhiéu phuong

an nhu dugc mo ta trong badn md ta nay.

Theo cac phwong an wu tién, it nhit mot vét chira bao gdm RP 14 bao gdm RP

duéi dang thé dong kho.

Theo phuong 4n khéc, it nhit mot vét chira bao gdbm RP 1a bao gém RP trong
dung dich nuéc; dung dich nudce tdt hon néu bao gém dung dich dém; dung dich nudc
1a t&t hon néu duoc lam lanh hodc dong két. Theo mdt phwrong 4n, dung dich nuée 1a
dung dich RP hoan nguyén, duoc tao ra tir viéc tron thé dong c6 RP va chét pha loang

chtra nudce thich hop.

Theo phwong 4n nay trong d6 it nhat mot vat chira bao gbm RP duéi dang thé
dong kho, kit gdm cac phén theo sang ché c6 thé bao gdm vat chira khic chira chat pha
loang thich hgp cho viéc hoan nguyén RP dong khd. Theo phuong an uu tién chat pha
loang la dung dich nudc, t6t hon néu bao gém dung dich dém va/hodc chit 6n dinh va
nude ¢6 chét lugng dugc dung.

Theo phuong 4n uu tién, vat chira bao gdm ta chit dau 14 bao gdm ta chat diu
duoc didu ché du6i dang nhii twong gdbm pha dau va pha nuéc; t6t hon néu nhii tuong 1a
nhil tvong dau trong nudc.

Theo mot phuong an vé kit gdbm cac phan, kit bao gdm cac huéng dan st dung

kit va/hodc cac phan cua nd. Theo cac phuong an uu tién, cac huéng dan sir dung duoc
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bo tri trén hodc vai mdt hodc nhiéu phan cua kit; hodc dugce bo tri bang cach chi dan dén
cac huéng dan & dang dién tir, nhu thong tin nhin thiy dugc trén, hodc c6 the tai xuong

tir trang web internet tir nha san xuét, hodc nha phén phdi kit.

Theo mot phuong an kit gdm cac phéan 14 hop bao gdm it nhat hai vét chira, va
céc hudng dan st dung duoc hién thi trén vat mang thong tin (vi du, thé, hodc to roi)

bao gdm véi hodc bén trong hop.

Theo mdt phuong 4n vé kit gdm cac phan, kit cling c6 thé 1a hang bay ban céac
phén (lién quan dén giao dich thuong mai), vi du, trén trang web internet, dé str dung

trong phuong phap gdy mién dich theo sang ché.

Theo mdt phuong 4n vé kit gém cac phén, mot hodc nhiéu vat chira ¢6 thé bao
gdm t4 chét khac nhu duge md ta trong ban mé ta nay; twong tur hoic theo cach khiéc,
mdt hodc nhidu vét chita c6 thé bao gdm khang nguyén khéc clia tdc nhan giy bénh &

dong vat nhu duge md ta trong ban mo ta nay.

Replicon ARN ciia alphavirut ma hoa khang nguyén c6 ngudn gdc tir tic nhan
gay bénh & dong vat, va ta chét dau, ca hai 1a nhu duoc xac dinh trong ban md ta nay,
c6 thé duge dung cho ddng vat dich. Viéc dung nhu vay s€ tao ra su bao vé mién dich
hitu hiéu & dong vat néi trén dbi v6i bénh nhiém tring hodc bénh giy ra bdi tic nhan
gy bénh & dong vét. Viéc ding c6 thé duoc thuc hién, vi du, theo huéng dan ctia EMA

- CVMP dé str dung Kkét hop céac thudc tha y mién dich.

Do d6, theo khia canh khac sang ché dé xuit phuong phap gy mién dich dong
vét bao gdbm cho ddng vét ding luong hitu hiéu mién dich cua hat replicon ARN cla
alphavirut ma héa khang nguyén c6 ngudn gbc tir tic nhan gay bénh & dong vat, va cla
ta chat dau.

Theo phuong 4n wu tién vé phuong phap gay mién dich cho dong vat theo séng
ché, phuong phap bao gdm cho dong vat ding vacxin theo sang ché.

Theo cac phuong 4n wu tién vé phuong phap gy mién dich cho dong vat theo
sang ché, mot hodc nhidu hodc tat ca: hat replicon ARN cua alphavirut, khdng nguyén
dugc ma hoda, tdc nhan gdy bénh & dong vat, va ta chit dau, 1a nhu duogc x4c dinh theo
bat ky mot hodc nhidu phuong 4n nhu duge mo ta trong ban md ta nay.

Theo cac phwong 4n uu tién vé phuong phép gdy mién dich cho dong vat theo
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sang ché, khang nguyén dugc ma héa c6 ngudn gde tir tac nhan gdy bénh & dong vat 14
khang nguyén c6 ngudn gbc tir tac nhan gay bénh tir c4, thanh vién ctia ho Cichlidae, ca

r0 phi, ddng vat c6 v, chim, va ga.

Theo mot phuong an vé phuong phap gay mién dich cho déng vt theo sang ché,
hat replicon ARN ciia alphavirut va ta chat dau dugc ding trong hodc trén co thé dong

vat dich mot cach ddng thoi hodc ciing luc.

Theo phuong 4n wu tién vé phuong phép gy mién dich cho dong vat theo sang
ché, hat replicon ARN cua alphavirut va ta chit ddu duoc ding trong hodc trén co thé

dong vat dich mot cach ddng thoi, te 13, dudi dang ché phdm duy nhit.
Theo phuong 4n wu tién, ché phdm duy nhat 1a vacxin theo sang ché.

Theo phuong 4n uu tién, ché phdm duy nhét duogc diéu ché ngay truéc khi cho
dong vat dich dung bing cach tron ché phdm bao gdm RP va ché phim bao gbém t4 chat
dau, ca hai ché phdm nay 12 nhu dugc mé ta theo sang ché; tot hon nita néu bang cach
tron cac thanh phén cua vat chira cua kit gém cac phﬁn theo sang ché; tham chi t6t hon
nita néu bang cach tron dung dich nudc bao gdm RP va ché phdm bao gdm nhil trong
O/W ctia ta chit ddu. Theo phwong 4n tham chi wu tién hon khac, ché pham duy nhét
duoc didu ché biang cach hoan nguyén thé dong cd RP véi nhii trong O/W clia ta chét
dAu, ¢ hai hop phin nay 13 nhu duge xac dinh theo sang ché. Hitu hiéu 13, viéc diéu ché

ché phdm duy nhét tao ra vacxin theo sang ché.

Tt hon néu “ngay trude khi cho dong vat dich ding” 1a trong vong 24 gid trudce
khi diing cho dong vét dich, tot hon nira néu trong vong 16 gid, trong vong 12 gio, trong
vong 8 gio, trong vong 4 gi®, hodc thadm chi trong vong 2 gio trudce khi dung cho dong

vat dich, theo thir tu uu ti€n nay.

Theo phuong 4n wu tién khac vé phuong phap gay mién dich cho dong vt theo
sang ché, hat replicon ARN cuia alphavirut va ta chit dau duoc dung trong hodc trén co
thé dong vat dich cing luc, tire 13, dudi dang bao gém trong cac ché phdm riéng r&, ma
duoc dung cach nhau vé vi tr va/hodc vé thoi gian.

Theo phuong én vu tién st dung cung luc bao gdm viéc dung trong hodc trén co
thé dong vat dich, nhung cach nhau vé vi tri va/hoic vé thoi gian, hat replicon ARN cua

alphavirut va ta chit dau duéi dang bao gbm trong kit gdbm cac phén theo sang ché.
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Theo phuong an wu tién vé sit dung cing luc sang ché, cac ché phdm riéng r&
dwoc dung dén cac vi tri riéng r& trong hodc trén co thé dong vat dich, theo cing duong
dung hodc theo cac duong dung khéac nhau, cadch nhau trong thoi lugng c6 han; ot hon
néu “thoi lwong c6 han” 14 cach nhau trong vong 2 tudn, tét hon nita néu céch nhau trong
vong 1 tudn, thdm chi t&t hon nita néu cach nhau trong vong 1 ngay, trong vong 16 gid,
trong vong 12 gio, trong vong 8 gid, trong vong 4 gio, trong vong 2 gio, trong vong 1
gid, trong vong 30 phut, hodc tham chi trong vong 10 phut, theo thr ty vu tién nay. Tbt

nhat néu st dung cung ltc 1a can ban dong tho.

Theo phuong an wu tién vé sir dung cing Iuc sing ché, cac ché phim riéng r&
dugc dung cach nhau trong thoi lugng 6 han, trong hodc trén co thé ddng vt dich, theo
cung duong dung hodc theo cac duong dung khac nhau, tai cac vi tri riéng ré. Theo sdng
ché, cach vi tri dung riéng 1€ dugc dit cach nhau trén hoac trong co thé dong vat it nhét
1 cm; tét hon néu it nhét 2 cm, it nhat 5 cm, it nhét 10 cm, hodc tham chi it nhét 25 cm,

theo thu tu vu tién nay.

Theo phuong 4n wu tién vé st dung cung lic sang ché, cac ché pham riéng ré
dugc dung cach nhau trong thoi lugng c6 han, trong hodc trén co thé dong vat dich, theo
cung duong dung hodc theo cac duong dung khac nhau, cin ban tai cung vi tri trong
hodc trén co thé dong vét dich nhung cach nhau théa dang vé thoi gian dé ngan ngira sy
tron 14n cdc ché pham tai vi tri ding. Theo séng ché, cach nhau théa dang vé thoi gian
dé ngan ngira su tron 1an 12 khong cach nhau trong vong 2 gio, t5t hon néu cach nhau
trong vong 6 gi®, cach nhau trong vong 12 gid, cach nhau trong vong 1 ngay, cch nhau
trong vong 2 ngay, hodc tham chi cdch nhau trong vong mot tudn, theo thtr tw wu tién
nay.

Theo mdt phuong an vé phwong phap gdy mién dich cho dong vat theo séng ché,
viéc dung trong hodc trén co thé dong vat dich, duoc thuc hién bing cach dung ngoai
duong tiéu hoa. Theo phuong an khac, viée dung la qua dudng mang nhay. Theo phuong
an khéc nita, vacxin dugc dung bang phuong phép dung tai chd.

Phuong phap dung wu tién duoc chon tir trong da, trong co, trong mang bung,
dudi da, nhung va xit. Phuong phap dung trong da t6t hon néu bang cach dung khong
kim tiém, tdt hon nira néu bang cach sir dung thiét bi IDAL® (Intra-Dermal Application

cua Liquids).
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Theo mot phuong 4n vé viée dung vacxin theo sang ché, vacxin dugc ding dudi
dang vacxin 14n dau va/hodc dudi dang vacxin tang cudng. Theo cac phwong 4n cu thé,
vacxin theo sang ché dwoc ding dudi dang ching ngira mét 1an (mot 1an dung), ma
khong can cac 1an dung ting cuong tiép theo. Theo mot s6 phuong an, trong trudng hop
ding ca vacxin 14n ddu va vacxin tang cudng, vacxin 1an dau va vacxin ting cudng duge
ding bang duong gidng nhau. Theo cic phuong 4n khac, trong truong hop ding ca
vacxin 14n d4u va vacxin ting cudng, viée ding vacxin 1an ddu duge thuc hién bang mot

dudng va vacxin tang cuong bang duong khac.

Theo mot s6 phuong an vé viée dung vacxin theo sang che, vacxin duge dung
cho lgn va vacxin 1an dau va vacxin tang cuong déu dugc dung bang cich tiém vao da.
Theo phuong an khac, vacxin lan dau dugc dung bang céch tiém vao da va vacxin ting

cuong duge ding bang duong khac.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phéap san xut vacxin theo sang
ché, phuong phap bao gdm buéc trén hat replicon ARN ctia alphavirut ma hoéa khéng
nguyén c6 ngudn gdc tir tac nhan gy bénh & dong vat, va ta chit dau. Ca hat replicon

ARN cua alphavirut va ta chat dau duoc tron ¢ cac lugng hitu hiéu mién dich.

Theo c4c phuong 4n wu tién vé phuong phap san xuét vacxin theo sang ché, mot
hodc nhidu hodc tit ca: vacxin, hat replicon ARN ctia alphavirut, khang nguyén dugc
ma hoa, tic nhan gdy bénh ¢ dong vat, va ta chit dau, 14 nhu dugc x4c dinh theo bat ky

mot hodc nhiéu phuong 4n nhu dugec mo ta trong bdn mo ta nay.

Theo mdt phuong 4n vé& phuong phap san xuat vacxin theo sang ché hat replicon

ARN cua alphavirut dugc bao gébm trong dung dich nude.

Theo phuong 4n uu tién vé phuong phap san xuat vacxin theo séng ché, viéc tron
dugc thuc hién sao cho hat replicon ARN cua alphavirut, theo thir ty dung dich nude
bao gém hat replicon ARN cua alphavirut, va ta chit diu, duoc tron theo ty 18 thé tich
nim trong khoang tir 1:10 dén 10:1; tot hon nita néu theo ty 18 thé tich nim trong khoang
tir 1:5 dén 5:1, ndm trong khoang tir 1:4 dén 4:1, nim trong khoang tir 1:3 dén 3:1, hoic
tham chi nam trong khoang tir 1:2 dén 2:1, theo tht tw uu tién nay. Tt nhat néu hat
replicon ARN cuta alphavirut, theo tht ty dung dich nu6c bao gbm hat replicon ARN

cta alphavirut, va ta chét dau dugc tron theo ty 1¢ thé tich khoang 1:1.

Theo mot phuong an phuong phap san xut vacxin theo sang ché bao gom viéc

11
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trdn cac thanh phan cta vat chira cua kit gom cac phan theo sang ché.

Theo mét phuong 4n vé phuong phap san xut vacxin theo sang ché, hat replicon
ARN cuia alphavirut, theo th&t tw dung dich nuéc bao gdm hat replicon, dugc tron véi ta
chét dau nhu duoc xé4c dinh theo sang ché ma duoc bao gém trong nhii twrong O/W khac
bao gdm khéang nguyén cua tic nhan gdy bénh. Tét hon néu nhil twong O/W khéc 1a
vacxin bao gdm tdc nhan gy bénh 1a virut va/hozc vi khudn bét hoat. Theo phwong 4n
wu tién khac, RP m3 hoa khang nguyén tir SIV hodc tt PEDV dugc tron v6i vacxin nhil
tuong O/W bao gdm circovirut & lon (PCV) va/hodc Mycoplasma hyopneumoniae, nhu

Circumvent® PCVM.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét hat replicon ARN ciia alphavirut ma hoa
khang nguyén c6 ngudn gde tir tac nhan gy bénh & dong vat, dé dung trong viéc bao vé
dong vat khoi bi nhiém tring hodc bénh gy ra béi tic nhan gdy bénh & dong vat, trong
do hat replicon ARN cua alphavirut dugc dung trong hodc trén co thé dong vt dich ¢
str dung ddng thoi hodc ciing lic vé6i ta chat dau. Ca hat replicon ARN ctia alphavirut va
t4 chat dau dugc bao gém dé su dung trong viéc bao v¢ dong vat, ¢ cac luong hitu hiéu

mién dich.

Theo céc phuong an uu tién vé replicon ARN ciia alphavirut dé dung trong viéc
bao vé theo sang ché, mot hoic nhiéu hodc tit ca: hat replicon ARN cua alphavirut,
khéng nguyén dugc ma hoa, taic nhan gay bénh & dong vat, va ta chit dau, 14 nhu duoc
xéc dinh theo bit ky mot hodc nhiéu phwong dn nhu dugc md ta trong ban mo ta nay.

Theo phuong 4n wu tién vé replicon ARN ctia alphavirut dé dung trong viéc bao
vé theo sang ché, sir dung bao gdm st dung vacxin theo sang ché.

Theo mdt phuong an vé replicon ARN ctia alphavirut dé dung trong viéc bao vé
theo sang ché, viéc bao vé 12 hitu hidu & dong vat dich c6 tudi va loai khac nhau.

Theo mdt phuong an, sir dung 1a dé bao vé dong vt con. Tét hon néu dong vat
con 12 lon 1én dén 3 tudn tudi, hodc ga lén dén 1 tuln tudi, hodc c4 hdi 1én dén 14 thang
tudi.

Theo phuong an khéc, st dung la dé bao vé dong vat chua truong thanh. Tét hon
néu dong vat chua truong thanh 13 lon tir 3 tudn dén 8 thang tudi, hodc ga tir 1 dén 22

tudn tudi, hodc 1a ca hdi tir 14 dén 24 thang tudi.

12
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Theo phwong 4n khéc, sit dung 1a dé bao vé dong vat truong thanh. Tt hon néu
dong vat trudng thanh 12 lon trén 8 thang tudi, hodc ga trén 22 tudn tudi, hodc 1a c4 hoi

trén 24 thang tudi.

Pbi vai ca ro phi, cac giai doan vu tién dé sir dung dé bao vé theo sang ché thuong
duoc thé hién khong theo tudi, ma bing cach chi ra pham vi toan bd thé trong: ching
ngira bang xu Iy bé nhung t&t hon néu dwgc thyc hién khi trong lugng c4 6 phi nim
trong khoang tir 0,5 g dén 5 g. Chung ngira bang cach tiém ngoai dudng tiéu hoa tét hon
néu duoc thuc hién khi trong lugng cé ro phi nam trong khoang tir 10 g dén 100 g; tdt

hon nita néu khi trong luong ca rd phi nim trong khoang tir 20 g dén 25 g.

Theo mot phwong an vé replicon ARN cua alphavirut dé ding trong viéc bao vé
theo sang ché, dong vat dich co thé 1a duong tinh huyét thanh ho#ic 4m tinh huyét thanh,
d6i voi khang thé khang tac nhan gy bénh ¢ dong vat, hodc ddi v6i tic nhan gay bénh
& dong vat, theo thir tu dbi voi khang nguyén tir tac nhan gy bénh & dong vat.

Theo mot phuong an vé replicon ARN ciia alphavirut @& ding trong viéc bao vé
theo sang ché, dong vat dich 1a dong vét dwong tinh véi MDA (khang thé c¢6 ngudn gbc
tlr me), nho d6 MDA phan (ng v6i tac nhan gdy bénh & dong vat ma viéc bao vé dugc
du tinh chéng lai. T6t hon nita néu dong vat duong tinh vdi MDA 1a chim, dong vat nhai

lai hodc lon. Tt hon nita néu dong vat duong tinh véi MDA 1a lon.

Theo mdt phuong 4n vé replicon ARN cua alphavirut dé ding trong viéc bao vé
theo sang ché, dong vat dich 1a dong vt mang thai. Tét hon nita néu dong vat mang thai

la dong vat nhai lai hodc lgn. Tét hon nita néu dong vat mang thai 14 lon.

Theo mdt phuong an vé replicon ARN cua alphavirut dé dung trong vi¢c bao vé
theo sang ché, viéc bao vé la cho dong vat san xuat. Tot hon néu dong vat san xuat la
lon duge nudi dé vd béo, hodc 1a ga gid hodc ga dé tring, hodc 1a cac dong vat nhai lai

duoc nudi dé san xuat sita hoic thit, hoac 1a ¢4 hoi, hodc 1a ca rd phi.

Theo phuong an khac viéc bao vé 1a cho dong vat dung dé tai dan. TSt hon néu
dong vat dung dé tai dan 1a cac dong bd me hoic 6ng ba ciia dong vat san Xuét.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét sir dung hat replicon ARN cua alphavirut
ma hoa khang nguyén c6 ngudn gbc tir tac nhan gay bénh & dong vat, dé san xuit vacxin

dé bao vé dong vat khoi bi nhiém trung hodc bénh gdy ra bdi tdc nhan gy bénh ¢ dong

13
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vét, bao gdm str dung ddng thoi hodc st dung ciing lic hat replicon ARN ctia alphavirut
n6i trén v6i ta chit dau. Ca hat replicon ARN cua alphavirut va té chat ddu dwoc sir dung

& cac luong hitu hiéu mién dich.

Theo céc phuong 4n vu tién vé st dung dé san xudt vacxin theo sang ché, mot
hodc nhiu hodc tat ca: hat replicon ARN cua alphavirut, khang nguyén dugc ma hoa,
tac nhan gdy bénh & dong vat, vata chét dau, 14 nhu duoc xac dinh theo bét ky mot hodc

nhiéu phwong 4n nhu duge md ta trong ban mo ta nay.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét sir dung hat replicon ARN ctia alphavirut
ma hoa khang nguyén c6 ngudn gde tir tac nhan gay bénh & dong vat, dé san xuat thanh
phan cua kit gdm cac phan nhu duoc x4c dinh theo sang ché, nho do kit 1a dé bao vé
dong vat khoi bi nhiém trung hodc bénh gdy ra bai tdc nhan gay bénh & dong vat, béng
cach st dung d(‘Sng thoi hodc st dung cung lac céc thanh phé“m cua kit néi trén. Ca hat
replicon ARN cua alphavirut va ta chit ddu duge st dung & cac lugng hitu hiéu mién

dich.

Theo cac phuong an wu tién vé st dung dé san xuét thanh phan cua kit gdm cac
phén theo sang ché, mot hoic nhiéu hoic tit ca: hat replicon ARN cua alphavirut, khang
nguyén dugc ma hoa, tac nhéﬁ gdy bénh ¢ dong vat, ta chét dau, va kit gém cac phén, la
nhu duoc xac dinh theo bat ky mot hodc nhidu phwong dn nhur dwge mo ta trong ban mod
ta nay.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuat sir dung hat replicon ARN ctia alphavirut
ma héa khang nguyén c6 ngudn gdc tir tic nhan gay bénh & dong vat, dé bao vé dong
vt khoi bi nhiém tring hodc bénh gay ra boi tac nhan gy bénh & dong vat, trong do st
dung bao gdm str dung ddng thoi hodc st dung cling ltic hat replicon ARN ctia alphavirut
noi trén véi ta chit diu. Ca hat replicon ARN ciia alphavirut va ta chét dau duoc sir dung
& céac lugng hitu hiéu mién dich.

Theo céc phuong 4n uu tién vé str dung dé bao vé dong vt theo sang ché, mot
hoic nhiéu hodc tat ca: hat replicon ARN cua alphavirut, khang nguyén dugc ma hoa,
tac nhan gy bénh & dong vat, va ta chat dau, 1a nhu duoc xac dinh theo bét ky mot hoac
nhiéu phuong 4n nhu duge mo ta trong ban mo ta nay.

Céc khia canh nay va cac khia canh khéc theo sang ché s& dugc hiéu ro hon bang

cach tham chiéu dén phan md ta van tat cac hinh v& va mo ta chi tiet sang che.
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M6 ta vin tit cic hinh vé

Fig. 1 va 2: Két qua tir vi du 2:

Fig. 1A-1B: Tén thuong phoi

Fig. 1C-1D: Bai tiét (giai phong) qua miii

Fig. 1E-1F: Hiéu gia NI

Fig. 2A-2F: Két qua hiéu gia HI (c4c hinh v& dugc danh sd tir trai sang phai, tir
trén xudng duédi)

Fig. 3: C4c dap ung khang thé trong huyét thanh véi khang nguyén 16p N1 & lon
duoc ching ngira bing NA-RP da gia cia vi du 3:

Puoc thé hién 1 cac dap tng khang thé e ché neuraminidaza (NI) trong huyét
thanh dic hiéu vé6i ching 16p N1 ctia cic ché phidm vacxin nhu duge md ta trong Vi du
3. Cac mAu huyét thanh dugc 1y truée khi ching ngira 1an dau (3 tudn tudi), trude khi
chung ngira 14n hai (7 tuan tudi), va trude khi thit thach (10 tuan tudi).

Fig. 4: Hiéu quéa cia vacxin 4 thanh phin NA-RP phong ngira bénh nhiém thi
thach, nhu dugc thir nghiém trong vi du 3, lién quan dén diém s ton thuong phdi vi mo
& 5 ngay sau gy nhiém virut HINT:

Fig nay thé hién diém s6 tdn thuong phdi cua lgn sau khi ding céc ché phdm
ching ngira duoc mo ta trong Vi du 3 va gy nhiém tht théch bang virut 16p HI-
gama—N1.

Fig. 5 va 6: Két qua hiéu gia NI tir vi du 8:

Fig. 5 thé hién hiéu gia NI dbi véi khang nguyén NA 16p N1 tai ba thoi diém
duge do theo thoi gian, bao gdm do6 1éch chudn. Diéu nay tiéu biéu cho profin hiéu gia
NI do dugc dbi voi ba typ NA con lai.

Fig. 6 thé hién hiéu gia NI trung binh nhém cta 4 typ NA két hop, & 7 ngay sau
chiing ngira 1an hai.

MO té chi tiét sang ché

Sang ché dé xut vacxin bao gdm lugng hitu hiéu mién dich ctia mot hodc nhiéu

hat replicon ARN cua alphavirut ma h6éa mot hodc nhiéu khang nguyén ctia tac nhan gay

bénh & dong vat, va ta chat dau. Hat replicon ARN cua alphavirut rat gibng v6i virut
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séng & chd ching c6 thé nhifm vao té bao chu cia ngudi hodc dong vat dich va biéu
hién c4c gen ma ching chira. Pidu nay ciing dugce chimg minh bang thuc té ring RP
thudng duoc dinh lugng bing cach chudn do kha ning 1ay nhidm trén té bao. Do d6, céac
RP nhu véy, trong chit mang dugc dung, thuong 13 thanh phan duy nhit ctia vacxin hitu
hiéu, giéng vdi vacxin virut séng (giam ddc luc). Mot vai vacxin trén co s& RP khong

ta chit da duoc phat trién va thuong mai hoa.

T4 chét chi yéu chi duge st dung két hop v6i cac khang nguyén vacxin chét hodc
cdu truc dudi phan tir. Tuong tu, t4 chat ddu c6 thé kha nhay cam véi cac thanh phéan
vacxin khac, do d6 ta chét diu thuong khong duoc két hop véi vacxin séng. Ngoai ra,
vacxin chita RP ARN cua alphavirut, nhét 1a vacxin trén co sé alphavirut VEE, dugc
biét 12 da tu tao ra -tiép dén 1a dap tmg mién dich thu dwgc- ddp tng khang virut manh
tir hé mién dich bim sinh dich. Theo d6 ngin ngira hitu hidu nhu ciu bét ky vé viéc kich

thich mién dich bd sung.

Tuy nhién, ngac nhién phat hién ra rang ti chit diu c6 thé ting cudng déng ké
hiéu qua sinh mién dich ctia hat replicon ARN ctia alphavirut ma hoa khang nguyén c6
ngudn gdc tir tic nhan gdy bénh & dong vat. Didu nay ngugc véi ta chat trén co so nhom,
nhu nhom hydroxit. Hidu qua ting cuong nay c6 thé thu dugc ca khi RP va ta chat dau
duoc sir dung khi két hop vao ché phdm duy nhét (séc 1a, ding ddng thoi cling nhau),
hodc khi ching dwoc ding dudi dang cac ché phdm riéng ré (tiéc la, st dung ciing lic).
Pham vi ting cudng hidu qua cua ta chit dau ciing khong duge mong doi, do lidu tac
dung t6i thiéu ciia RP ¢6 thé dugc 1am giam dén vai bac do 16n, ddi véi ching ngira
bing RP va ta chit dau, so vdi chiung ngira ma khong c6 ta chit (dau). Str dung khéc cua
t4 chit dau c6 thé lam ting thoi gian dép tng mién dich tir chiing nglra RP. Tuong tu,
két hop cua ta chit diu va RP ¢6 kha ning tao dap tmg mién dich vuot troi khi thanh
phan RP don doc khong hé gy mién dich.

Dé hiéu sang ché day du hon, cdc dinh nghia sau dugc dua ra.

“Vacxin” 1a ché phém d3 biét rd c6 tac dung y hoc, bao gdm hoat chat mién dich,
va chét mang dugc dung. Dung dich nugc va/hodc ta chat dau c6 thé déng vai tro ‘chét
mang’ ddi véi vacxin. “Hoat chét mién dich’ dbi v&i vacxin theo sang ché 1a khang
nguyén duoc ma hoa c6 ngudn gdc tir tac nhan gay bénh & dong vat, ma duge phan phbi

va biéu hién nhd RP. Vacxin kich thich mién dich cua dong vét dich dugc chung ngira,
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tao ra dép img mién dich bao vé. Pap tmg c6 thé c6 ngudn gbc tir hé mién dich bam sinh
va/hodc tir hé mién dich thu duogc clia dong vat, va c6 thé 1a thudc loai t€ bao va/hodc

thé dich.

I3
¥

Vacxin tao ra “su bao v&” “chéng lai bénh nhiém tring hoic bénh” b::fmg cach
lam giam mttc dd nghiém trong ctia bénh nhidém hodc bénh nhiém tring tiép theo & dong
vét dugc chiing ngira, vi du, bing cach 1am giam sd lwong tac nhan gy bénh, hodc rat
ngén thoi gian tic nhan gy bénh sao chép trong hodc trén dong vat, va lam giam sb
luong, cudng d6, hodc mirc do nghiém trong clia ton thuong gay ra boi bénh nhidém hoic
bénh nhidm trung. Tuong tw, hodc két qua 13, vacxin 12 hitu hiéu trong viéc lam giam
hodc cai thién cac tridu chimg (1am sang) bénh ma c6 thé 13 gay ra bai bénh nhiém, bénh
nhiém trung hodc sao chép nhu vy, hoic boi dap ung clia vat chu dich véi bénh nhiém,
bénh nhiém tring hodc sao chép dé. Tai liéu tham khao vé cac bénh va ddu hiéu 1am
sang la: “The Merck veterinary manual” (10th ed., 2010, C.M. Kahn edt., ISBN:
091191093X). Vacxin nhu vay thuong dugce goi la: vacxin ‘chéng lai’ tdc nhan gay bénh
cu thé.

99 ¢

Thuét ngit “bao gdm” (cling nhu cic bién thé nhu “bao ham”, gdm ¢6”, va
“odm’) nhur duge st dung trong ban md ta nay, chi tit ca cdc phan tir, va & dang két hop
thich hop bit ky c6 thé tuéng tuong duoc theo sang ché, ma duge bao quit bsi hodc
dugce bao gdm trong phan vin ban, doan, yéu cau bao hd, v.v., trong d6 thut ngit nay
dugc st dung, tham chi néu céc phé“m t@ hodc dang két hop nhu vay khong dugc chi rd;
va khong chi ngoai I¢ cua bét ky céc phén t& hoac dang Kkét hop nhu vay. Do do, bat ky
phﬁn van ban, doan, yéu ciu bao ho, v.v., co thé cling dé cap dén mot hoac nhiéu phuong
an trong d6 thuat ngir “bao gdm” (hodc cac bién thé clia n6) dugc thay bang cac thuat

9% ¢

ngtt nhu “bao gom”, “gdm c6”, hodc “cén ban gdm”.

Nhu dugc sit dung trong ban mé ta nay, thuat nglt “replicon” chi hé gen virut
ARN cai bién thiéu mot hodc nhidu phan tir (vf du, trinh tw ma hoa protein chu triac) ma
néu chiing ¢6 mit, ¢ thé cho phép nhan thanh cong virut gbc trong nudi cay té bao hodc
trén co s¢ dong vat. Trong truong hop té bao thich hop, replicon sé& ty khuéch dai va c6

thé tao ra mot hodc nhiéu loai ARN tiéu hé gen.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thudt nglt “hat replicon ARN cua

alphavirut”, viét tit 1a “RP”, 1 replicon ARN c6 ngudn gdc alphavirut duge déng goi
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trong cAc protein cdu triic ciia virut, vi du, capsit va glycoprotein, ma ciing ¢6 ngudn gbc
tir alphavirut, vi dy, nhu dugc md ta bdi Pushko va cac ddng tac gia, [Virology 239(2):
389-401(1997)]. RP nhiém vao t€ bao dich thich hop, va tiép theo biéu hién (céc) gen
khac loai cai vao, nhung khong thé nhén 1én trong mdi trudng nudi cdy té bao hodc dong
vét chl (ma khong c6 plasmit hd tro hoic thanh phan tuwong tu), do replicon khong ma

hoéa cac thanh phan ciu tric cua alphavirut (vi du, capsit va glycoprotein ctia virut).

St dung céc thuét ngit sb it dé thuan tién cho viéc mo ta 1a khong duge du tinh
gi¢i han & d6. Do d6, vi dy, dé cap dén “hat replicon ARN cua alphavirut” bao gdm dé

cap dén nhiéu hat replicon ARN cia alphavirut nhu vy, trir khi ¢ quy dinh khéc.

RP “mi hoa” khang nguyén chi sy phién ma va/hodc dich ma axit nucleic ma
khang nguyén protein dugc bao gdm trong RP, din dén khang nguyén protein nay dugc
biéu hién. Thong thuong, axit nucleic nhw vy ma hoa protein 1a khung doc mé (ORF),
chi ra ring khong c6 codon két thuc khong mong mudn ¢6 mat ma cé thé két thuc som
sy dich ma thanh protein. Axit nucleic ndy c6 thé 1a gen ddy di méa héa protein hoan
thién, hodc c6 thé 13 manh gen, ma hoa mot phén cua protein, vi dy, chi ma héa dang
truong thanh hodc dang tiét cua protein, tic 1a, khong c6 ‘trinh tu dan, ‘trinh tu neo,
hodc ‘trinh ty tin hiéu’. Trinh ty nucleotit nay c6 thé 1a ¢6 ngudn gbc tu nhién hoic tong
hop.

CAu trac va thao tac trinh tu axit nucleic khac loai biéu hién khang nguyén theo
séng ché ¢6 thé duge thuc hién béng cac k¥ thuat sinh hoc phan ti da biét 13, bao gém
tach dong, chuyén nhiém, tai tb hop, chon loc, va khuéch dai. Cac k¥ thuat, va cac k¥
thuat khac duoc giai thich chi tiét trong sach gido khoa chuan nhuw Sambrook & Russell:
“Molecular cloning: a laboratory manual” (2001, Cold Spring Harbour Laboratory
Press; ISBN: 0879695773); Ausubel et al., in: Current Protocols in Molecular Biology
(J. Wiley and Sons Inc., NY, 2003, ISBN: 047150338X); C. Dieffenbach & G. Dveksler:
“PCR primers: a laboratory manual” (CSHL Press, ISBN 0879696540); va “PCR
protocols”, boi: J. Bartlett and D. Stirling (Humana press, ISBN: 0896036421).

Theo séng ché, “protein” 1a chudi phan tir axit amin. Protein ¢6 thé 1a protein tyr
nhién hodc protein trudéng thanh, pre-protein hodc pro-protein, hodc mot phan cta
protein. Vi du: peptit, oligopeptit va polypeptit dugc bao gdm trong dinh nghia vé

protein.
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“Khang nguyén” theo sang ché chi protein ¢ thé -trong céac truong hop thich
hop- tao ra dap (mg mién dich bao vé & dong vat dich.

99 ¢

Céc thuat ngit “dugc tao ra tr”, “co nguén géc tr” va “co nguén géc” duoc su
dung thay thé cho nhau lién quan dén khang nguyén protein nhét dinh va tac nhan gay
bénh hodc chiing tdc nhan gay bénh d6 ma ma hoéa n6 mot cach tw nhién. Nhu dugc su
dung trong ban ma ta nay, cac thuat ngi¥ ndy chi ra rang trinh tu axit amin khong dugc
cai bién va/hodc duge cai bién clia khang nguyén protein nhit dinh duoc ma héa béi tac
nhén gay bénh d6 hoic ching tac nhin giy bénh d6. Trinh tu ma hoa bén trong ciu tric
axit nucleic theo sang ché dbi v6i khang nguyén protein c6 ngudn gde tir tic nhan gy
bénh, c6 thé da duoc thao tac di truyén dé tao cai bién, cit cut, va/hodc kéo dai trinh tu
axit amin cua khdng nguyén protein duge biéu hién so véi trinh tw ma hoéa twong tng
cua khang nguyén protein d6 trong tac nhan giy bénh hodc chung tic nhan gy bénh

(bao gom céc ching giam ddc lyc ty nhién) ma nd c6 nguon goc tur do.

“Tac nhan gy bénh & dong vat” chi thuc thé sinh hoc bat ky c6 kha niang gay
bénh nhiém va/hoic bénh & dong vat thi y, nhu & dong vat hoang da, vat nudi, hoic

dong vat cung.

Theo sang ché, tac nhan gdy bénh & dong vét c6 thé hodc khong 1a tic nhan gay
bénh ty nhién ctia dong vat dich ma sé& tiép nhan vacxin theo sdng ché.

\

“Dau” dugc st dung trong ban mo ta ndy theo nghia chung ctia né va chi héa
chét khéng phan cuc c¢6 ham lwong hydro-cacbon tuwong d6i cao ma thuong 1a chit long
tuong ddi nhét, ¢6 ty trong thdp hon nude, va la ky nudce va wa lipit. Déu c6 thé ¢6 ngudn
gbc khoang, hoidc “khi khoang” nhu c6 ngudn gbc tbng hop, ban tong hop, dong vat

hodc thue vat. Mot sb dau c6 thé chuyén hoa.
Thuat ngit “khodng” chi ra ring dau twong Gng c6 ngudn gbc tir ngudn khoang,
thuong tir dau mo.

“Dau ban tong hop” 14 diu c6 ngudn gdc phi khoang nhu dau dong vat hodc dau
thuc vat, nhung dugc cai bién ciu triic va/hodc thanh phén bang quy trinh héa hoc hoic
vat ly.

Thudt ngit “t4 chit” duoc st dung trong ban mo ta nay theo nghia chung ctia nd

v& thanh phan c6 kha nang kich thich dép tng mién dich & dong vat dich mot cach khong
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dac hiéu.

“Dau parafin 10ng”, 13 loai dau khoang, con goi 1a dau tring (khoang), hodc dau
parafin 16ng nhe, va c6 sb CAS: 8042-47-5. N6 thuong kha dung, cling & dang dugc
dung. Vi du la: Drakeol® 6VR (Penreco), Marcol® 52 (Exxon Mobile), va Klearol®

(Sonneborn).

“Vitamin E-axetat” chi hoa chit c6 s& CAS: 58-95-7. Mot s6 tén khac 1a:
tocopheryl axetat, hodc alpha-tocopherol-axetat. Vitamin E-axetat 1a axetat-este cua
vitamin E (tocopherol), va c6 thé duoc tao ra tir vat lidu thuc vat nhu hat, qua hach, qua
hodc 14, hodc tir thit béo, nhung ¢6 thé ciing dugc tao ra bing con dudng tong hop. Do
d6, dugc bao gdm trong dinh nghia vé vitamin E-axetat 12 cac dang tu nhién, tong hop
hozic ban tdng hop, hoic hdn hop ciia ching. Vitamin E-axetat 13 c6 ban trén thi truong,

& do6 tinh khiét khac nhau.

“Squalan” chi hoa chét c6 s6 CAS 111-01-3. Mbt sb tén khac 1a: diu gan ca map
da hydro hoa, hexametyltetracosan, hodc perhydrosqualen. Loai nay khong duge nham
v6i squalen (s§ CAS 111-02-4) 1a diu C30 da bét bio hoa va co thé chuyén héa dugc

dudi dang hop chét ciia con dudng cholesterol.

Ban dau, tién chit d6i véi squalan dugc thu tir gan cd map, nhung do van dé moi
trudng, né duoc chuyén sang cac ngudn ty nhién khac, nhu dau 6liu, hodc téng hop hoa
hoc. Do d6, dugc bao gdm trong dinh nghia vé squalan 1 cac dang tu nhién, tdng hop
hoac ban téng hop, hodc hdn hop ctia ching. Squalan 1a ¢6 ban trén thi trudng & do tinh
khiét khac nhau, vi du: tir ngudn thuc vat, tir Worlee (Squalan, thuc vat), hodc Croda
(Pripure Squalan); hodc téng hop, vi du, tor Kuraray (Squalan-PE). Theo sang ché, do
tinh khiét cao cta squalan dugc uu tién: tdt hon néu trén 75%, tot hon nita néu trén 80,

90, hodc thdm chi trén 95%, theo thir tu uu tién.

“Nhii twong” 12 hdn hop gom it nhét hai chit léng khong tron 1an, nho d6 chat
16ng nay duoc phan tan trong chét 16ng kia. Thong thudng, céc giot cuia pha phan tan rat
nho, trong gidi han micromet hodc nhé hon. Theo sang ché, nhil twong bao gdm pha dau

va pha nudc.

Quy trinh va thiét bi diéu ché nhii trong & quy md bét ky la da biét trong linh vuc
nay, va vi du dugc mo ta trong s6 tay nhu: “Remington: the science and practice of

pharmacy” (2000, Lippincot, USA, ISBN: 683306472), va: “Veterinary vaccinology”
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(P. Pastoret et al. ed., 1997, Elsevier, Amsterdam, ISBN 0444819681).

Khi t4 chét dau theo sang ché 1a nhil twong, nhii twong c6 thé 13 nhil twong nudc
trong dau (W/O), trong d6 dau 1 pha ngoai lién tuc. Theo cach khac, nhii twong c6 thé

1a nhii twong “dau trong nudc” (O/W), trong d6 dau 12 pha bén trong phén tan.

Bing cach chon loai va ndng dd thich hop cta chét nhii hoa, cac nhii twong nhu

vay c6 thé duoc tao ra va duy tri on dinh.

Chét nhii hoa c6 vi tri lién pha nim giita nudc va dau va lam 6n dinh céc giot clia
pha phan tdn bén trong. Nhiéu chit nhii hoa khac nhau 1 da biét va thich hop cho sir
dung dugc 1y nhu trong vacxin. Cac chit nhii hoa wu tién cho ta chat dau theo sang ché
la Polysorbate 80, con goi la polyoxyetylen sorbitan mono-oleat, va c6 ban trén thi
truong dudi dang Tween® 80. Tween 80 1a dugc st dung trong ta chét dau theo sang

ché véi lugng 0,1 - 10% w/v ta chat dau.

Do d6, theo sang ché, ta chat dau, khi ¢ dang nhii twong O/W, gdbm pha nuéc bén
ngoai va pha dau phén tén bén trong. Didu nay tao diéu kién thuan loi cho viéc tron ta
chét diu dang nhil twong O/W véi RP ma héa khang nguyén c6 ngudn gbc tir tic nhan
gy bénh & dong vat theo sang ché. Vi du bang cach tron ché phidm nuéc bao gdbm RP,
v6i ta chét diu dang nhii trong O/W. Léc bang tay don thuan khoang 1 phiit tiép theo

trén hop 1y hai ché phdm nuée.

Theo céch khac, va dic biét ¢6 loi, ta chit diu dang nhil twong O/W c6 thé duge
st dung truc tiép dé hoan nguyén RP tir dang dong kho. Diéu nay c6 nghia RP c6 thé
duoc cung cip ¢ dang 6n dinh cao dudi dang thé dong kho, va vacxin theo sang ché ¢o
thé duoc didu ché bing cach tron ngang tai thoi diém thuan tién, trude khi ding cho

dong vat dich.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “khoang” dugc sir dung thay
thé cho thuét ngir “x4p xi” va chi ra rang gia tri 13 trong vong nim muoi phan tram gia
tri duoc chi ra, tac 13, ché phém chira “Xép xi” 1 x 10”8 hat replicon ARN cua alphavirut

trén millilit chira tir 5 x 107 dén 1,5 x 10”8 hat replicon ARN cta alphavirut trén mililit.

Mot vi du vé ta cht ddu dang nhii trong O/W dung cho vacxin theo sang ché la:
XSolve™, XSolve 12 td hop gdm hai thanh phan ta chat nhii twong O/W: Diluvac

Forte™ duya trén vitamin E axetat (xem EP 382.271), va Microsol™ dua trén dau parafin
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long (xem WO 2009/144.088).

Trong cic nhil twong nay, kich thude trung binh thé tich ciia giot diu khoang va
du phi khoang c6 thé 1a khac nhau. Tét hon néu giot dau khoang c6 kich thude dusi

micron (can micron hay submicron).

Thuén tién 14, t4 chit dau nhil tuong dugc diéu ché riéng r€ so v4i RP theo sang
ché. Do d6, phwong phép va thiét bi nhii hoa ta chét dau c6 thé duge st dung ma khong
tuong thich vai duy tri chét luong ctia RP, dd c6 mat trong ta chit dau. Mot vi du 1a
phwong phéap nhii héa véi luc cit cao duge st dung dé thu nhii twong dudi micron bang

cach lam dong nhit cao ap, nhu véi bd xtt Iy Microfluidiser (Microfluidics, MA, USA).

Vi du khac vé ta chét ddu dang nhii twong O/W ding cho vacxin theo sang ché
1a: SVEA™, ma bao gdm squalan va vitamin E-axetat, v dugc md ta trong: WO

2018/115.435.

Theo sang ché, tén cua vi sinh vat hodc tic nhan gay bénh, nhu vi du, virut giy
bénh viém ndo ngua Venezuela (VEE) va virut cim chim, v.v., chi phan loai tuvong tng
ctia chiing nhu hién thoi. Tuy nhién, tén c6 thé thay doi theo thoi gian khi phat hién mai
¢6 thé din dén tai phan loai thanh nhém méi hodc khac. Tuy nhién, do diéu nay khong
lam thay dbi chinh vi sinh vat d6, hodc ngudn khang nguyén cta n6, ma chi 14 tén khoa
hoc hodc phan loai, cac vi sinh vat duoc tai phan loai nhu vay van nim trong pham vi

cua sang che.

Dé cap dén ho phén loai bao gdm vi sinh vét bt ky 1a loai, phan typ, tht, typ sinh
hoc, typ huyét thanh hoic kiéu gen trong ho do.

Theo sang ché “lon” chi dong vat thudc ho Suidae, va t6t hon néu 1a dong vat
thudc giéng Sus, vi du: lon hoang hodc lon nudi, lon 16i duc hoang, lgn huou, hodc lon
10i. Lon nay ciing bao gdm lon dugc chi ra bang tén tity ¥ theo gidi tinh, tudi, kich thuée

cua chung, nhu: lon ndi, lon 10i duc, lon thién, lon céi con, lon cai sita, hodc lon con.

Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, thuat nglt “chim” chi chim lién quan dén
ndng nghi€p, nhu: ga, ga tay, vit, ngdng, g go, cong, chim cit, bd cau, ga 161, ga Nhat,
hodc da diéu. T6t hon néu chim 1a ga, ga tay, vit, hodc ngdng. T6t hon nita néu chim 1a

ga hodc ga tay. THt nhat néu chim 1a ga.

Chim c6 thé thudc loai bit ky nhu chim d@é trimg, chim gidng, ga gio, giéng lai,
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hodc dong bd me thudc bat ky gidng nhu vay. Loai chim wu tién 12 ga gio.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay thudt ngit “cé rd phi” c6 thé bao gdm gan
nhu hang tram c4 vay xuong tir ho Cichlidae. C4 rd phi chu yéu la ca nuée ngot sdng &

sudi ndng, ao, song va ho va it thay song trong nudc man.

“Kit gdbm céc phan” theo sang ché 12 thong thuong két hgp dong géi vét chira vai
cac ché phim cu thé véi luong dinh trude, ma kit ¢6 thé bao gdm hoic chi cac hudng

dan thuc hién di€u che va ching ngtra theo sang ché.

Dong vét dich dbi véi vacxin, phuong phap giy mién dich, va hop chét va sir
dung dé bao vé dong vat theo sang ché, 1a cac dong vat can ching ngtra chéng lai bénh
nhidm hodc bénh giy ra béi tac nhan giy bénh cu thé ma khdng nguyén duge ma hoa co
nguén géc tir d6. Tudi, thé trong, gidi tinh, tinh trang mién dich, va cac thong sb khac
cua dong vét dich can chung ngira/bao v&/gdy mién dich 1a khong quan trong, mic du
rd rang 14 hop 1y néu ching ngira cho céc dong vat dich khoe manh, khong nhiém bénh,

va ching ngtra cang sdém cang tot.

Nhu dugce sir dung trong ban md ta nay, “cum phat sinh loai” 1a nhém virut cim
neuraminidaza dugc nhém vGi nhau (trén cung nhanh) trong cdy phét sinh loai hodc cay
tién hoa ma xuét phat tir td tién gidng nhau (ciing loai). Pdi v6i neuraminidaza (NA)
cta IAV-S tim thiy & M§, ¢6 hai cum phét sinh loai chinh cta N1, 14 N1 ¢6 dién va N1
dai dich, va hai cum phat sinh loai chinh cua N2, 1a N2-1998 va N2-2002. Cum phat
sinh loai N1 ¢d dién chira cic NA nhém v6i nhau véi NA tir virut cim lon HINI ¢b
dién. Cum phat sinh loai N1 dai dich chra cic NA nhém véi nhau véi NA dén tur virut
cum HIN1 dai dich. Cum phat sinh loai N2-1998 chira cdc NA nhom véi nhau v6i NA
tr virut cim nguoi H3N2 14y sang lon ndm 1998, trong khi cum phat sinh loai N2-2002
chtta cac NA nhém véi nhau véi NA tir virut cium nguoi H3N2 1dy sang lgn ndm 2002.
[xem, Anderson et al., Influenza and other Respiratory Viruses T (Suppl. 4): 42-51
(2013)].

Thuét ngtt “phi IAV-S”, duogc st dung dé bd nghia cho cac thuét ngit nhur tac
nhén gay bénh, va/hodc khang nguyén (hodc chét gay mién dich) dé chi ra rang tic nhan
gy bénh, va/hodc khang nguyén (hodc chét gy mién dich) twong tng 12 tic nhan gay
bénh IAV-S hodc khang nguyén (hodc chit giy mién dich) IAV-S va khang nguyén
(hodc chit gay mién dich) protein phi IAV-S khong ¢ ngudn gbc tir [AV-S.
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Nhu dugce str dung trong ban mo ta nay, vacxin da gia la vacxin bao gbm hai hodic
nhiéu hon khang nguyén khac nhau, nhd d6 khac biét c6 thé & bat ky trong s6 céc cap
d6 sinh hoc nhur v& gidng, loai, typ huyét thanh, v.v.. Theo phuong an cu thé vé loai nay,
vacxin da gid kich thich hé mién dich ctia dong vét dich chng lai hai hoc nhiéu hon
tac nhan gdy bénh khéac nhau & dong vat, hodc chdng lai cac bién thé khac biét mién dich

cta cung tadc nhan gay bénh.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, thudt nglt “dugc dung” dugc st dung
lam tinh tir trong d6 danh tir ma n6 bd nghia 1a thich hop dé st dung trong dugc pham.
Khi n6 dugc st dung, vi du, dé mo ta ta dugc trong vacxin, n6 xac dinh ta dugc nay la
tuong thich voi cdc thanh phan khéac ctia vacxin va khong gdy bét loi cho dong vat nhan

du tinh, vi du, lon.

“Ding” vacxin, theo tht tw cac thanh phan cia kit theo sang ché cho dong vat
dich c6 thé duge thuc hién bing cach str dung phuong phap va duong kha thi bit ky.
Thong thudng, ding ding t&i wu duge xac dinh theo loai vacxin/hgp chét dugc sir dung,
va dic diém cta dong vat dich va bénh ma n6 dugc du tinh chéng lai. Tuy theo céch bao
ché vacxin/hgp chét, cic k§ thuat ding khac nhau co thé duge ap dung. Vi du,
vacxin/hop chat duéi dang nhii twrong O/W theo sang ché c6 thé dugc ding qua duong
trong rudt hodc qua dudng mang nhay, tirc 13, bang cach nhd vao mit, nhd vao miii, qua
duong miéng, qua dudng rudt, nhé vao miéng-mii, xit. Kha ning khac 12 biang phuong
phép dung hang loat, nhu théng qua nuée udng, phun thd, phun mu, qua thire an, v.v..

“Duing ngoai dudng tiéu hoa” bao gdm dudi da tiém, tiém dudi mang nhay, tiém
trong tinh mach, ti€ém trong co, tiém trong da, va truyén.

“Ding qua dudng mang nhay” bao gdm ding qua dudng mit, qua dudng mii,
qua dudng miéng, qua dudng mat-mi, qua dudng trong khi quan, qua dudng rudt, qua
dudng hdu mon, va qua duong am dao.

“Dung tai chd” bao gdm ding qua dudng da va xuyén da.

Phuong phép, dinh thoi, va thé tich ding vacxin, theo tht ty thanh phan cua kit
theo sang ché, t6t hon 1a dugc két hop vao céc ché @6 chung ngira hién c¢6 ctia cac phép
chung ngtra khac ma ddng vat dich co thé can dén, nham lam giam stress cho dong vat
dich va lam giam chi phi nhan cong. Chinh cic phép gdy mién dich khac nay cd thé

duoc ding bing phuwong phap dung két hop, theo cdch tuong thich véi sir dung da ding
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ky cua ching.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay thuit nglt “manh khang nguyén” lién
quan dén protein cu thé (vi du, khang nguyén protein) 1 manh cta protein ma c6 tinh
khang nguyén, tirc 13, ¢6 kha ning twong tic dic hiéu vd&i phan tir nhan biét khang
nguyén ctia hé mién dich, nhu globulin mién dich (khang thé) hoic thu thé khang nguyén
ctia t& bao T. Vi dy, manh khang nguyén cia neuraminidaza (NA) ctia IAV-S 13 méanh
ctia protein NA ma c6 tinh khang nguyén. Tét hon néu manh khéng nguyén theo sang
ché 1a tr6i mién dich dbi voi khang thé va/hodc nhan biét thu thé t& bao T. Theo cac
phuong 4n cu thé, manh khang nguyén lién quan dén khang nguyén protein nhat dinh 1a
manh cia protein d6 ma van giit duoc it nhit 25% tinh khang nguyén ciia protein co
chidu dai ddy du. Theo cac phuong 4n wu tién, manh khang nguyén van giit dugc it nhét
50% tinh khang nguyén cia protein c¢6 chidu dai day du. Theo cic phuong 4n uu tién
khac, manh khang nguyén van gitt dugc it nhat 75% tinh khdng nguyén cua protein ¢
chidu dai day du. Manh khang nguyén c6 thé chi nho 12 axit amin hozc & thai cuc khéc,
1a cac manh 16n ma chi thiu mot axit amin so v6i protein c6 chiéu dai ddy du. Theo cac
phuong an cu thé manh khang nguyén bao gdm 25 dén 150 gbc axit amin. Theo cac

phuong an khac, manh khang nguyén bao gdm 50 dén 250 gbe axit amin.

- Nhu dugce sir dung trong ban md ta nay, mdt trinh tu axit amin 1 100% “gidng
hét” hodic c6 100% “gibng hét” véi trinh ty axit amin thir hai khi gbe axit amin cua ca
hai trinh tu nay 14 giéng hét nhau. Do d6, trinh tw axit amin 1a 50% “gidng hét” véi trinh
tur axit amin tht hai khi 50% gbc axit amin cta hai trinh tu axit amin nay la gidng hét
nhau. So sanh trinh ty dwoc thuc hién trén khdi géc axit amin 1ién k& chua trong protein
nhét dinh, vi du, protein, hodc mdt phan ctia polypeptit can so sanh. Theo phuong 4n cu
thé, cac doan mat hodc cai duge chon ma néu khong lam bién dbi tinh twong tng gitra

hai trinh ty axit amin s& dugc tinh dén.

Nhu duge sir dung trong ban mé ta nay, phan trim giéng hét trinh ty nucleotit va
axit amin c6 thé dugc x4c dinh st dung thuét toan C, MacVector (MacVector, Inc. Cary,
NC 27519), Vector NTI (Informax, Inc. MD), Oxford Molecular Group PLC (1996) va
Clustal W véi cac thong s6 mic dinh sip hang, va cac thong s6 mac dinh cho muc gidng
hét. Cac chuong trinh c6 ban trén thi truong nay cling ¢6 thé duge sir dung dé xac dinh
murc twong ty bang cach st dung céc thong s6 mic dinh gidng nhau hodc twong tu. Theo

cach khac, phép tim kiém Advanced Blast trong céc didu kién loc mic dinh c6 thé duge
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st dung, vi du, st dung chuong trinh Pileup cia gbéi GCG Package v. 7 (Genetics

Computer Nhém, Madison, Wisconsin), stt dung céc thdng s6 mac dinh.

Khi hat replicon ARN cta alphavirut dugc bdo quan riéng ré, nhung du tinh la
duoc tron véi cac thanh phén vacxin khac trudc khi dung, hat replicon ARN cua
alphavirut ¢6 thé duge bao quan trong dung dich én dinh chira nuéc giéng nhu dung
dich cuia cac thanh phén khéc, vi du, dung dich dém, hodc dung dich c6 néng do sucroza

cao.

Vacxin theo sang ché c6 thé d& dang duoc ding bang “phuwong phép giy mién
dich cho dong vat” chuan bat ky. Chuyén gia trong linh vire nay s& nhan thdy rang dudng
ding duoc chon c6 xét dén cac diac diém ctia dong vat dich va vacxin can dung. Tét hon
néu ché phdm vacxin dugc bao ché thich hop cho ting loai dong vat dich va dudng

dung.

Theo sang ché, “cAu trac dudi phan tir cia vi sinh vat” ¢6 thé 1a phén tir sinh hoc
hodc tong hop nhu phan ti protein, hydrat cacbon, lipopolysacarit, lipit, hodc axit

nucleic.

Chuyén gia trong linh vuc nay ciing c6 thé tiép tuc t6i wu héa vacxin, kit, phuong
phap, hoic str dung theo sang ché. N6i chung, viéc nay bao gdm tinh chinh hiéu qua ctia
phép chiing ngira/gdy mién dich dé tiép tuc cai thién sy bao vé mién dich ma né tao ra.
Viéc nay c6 thé dugc thyc hién bang cach didu chinh lidu, thé tich, t4 chat hoic ham
luong khang nguyén cua chit dugc ding, hodc bang cich dung thong qua dudng,
phuong phap hodc ché d6 khac nhau. T4t ca cac cach thirc ndy déu nam trong pham vi

cua sang ché.

Ciing can luu ¥ rdng sang ché khong bi gidi han & cac ciu hinh, cac budce xir ly
va céc vat lidu cu thé dugc boc 16 trong ban mo ta nay do cac cAu hinh, cac buédc xur ly
va céc vat liéu nhu vay c6 thé thay d6i & muc do nhét dinh. Cling can luu y rang sang
thudt ngtt dugc st dung trong ban md ta nay dugc st dung chi nhim md ta cac phuong
an cu thé va khong du tinh 1a 1am gidi han, do pham vi cua sang ché s& chi dugc gidi

han boi yéu cau bao ho kém theo va cic truong hop tuong duong.

Bang trinh tu

SEQIDNO: | Mota(5’->3’) Loai
1 ggegegecgeace axit nucleic
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|2 | ttaattaa | axit nucleic ]

Céc vi du khong gi¢i han sau chi nhdam lam r6 hon sang ché ma khong dugc coi

1a 1am giéi han pham vi cia sang ché theo cach bit ky.
Vi du thue hién sang ché
Vidu 1

T4 chét diu cai thién cudng do va khoang thoi gian cta dap Gmg khang thé & lon

v6i hat replicon ARN cua alphavirut ma héa hemagglutinin ctia virut cum lgn
Vit liéu va phuong phap

Céc vecto replicon cua VEE duge thiét ké dé biéu hién gen ngung két t6 hong
cau (hemagglutinin: HA) dugc céu tric nhu dd md ta trude d6 [xem US 9,441,247 B2;
ndi dung cua né duge dua vao trong ban mo ta nay theo cich vién dan], voi cac cai bién
sau: doan cai gen HA duoc t8i wu hoa trinh tu (ATUM, CA, USA). Vecto replicon ¢o
ngudn gbe tir TC-83 “pVEK?” [dugc bdc 16 va duge mo ta trong US 9,441,247 B2] duge
cit bang cac enzym gidi han Ascl va Pacl. Plasmit ADN chtra trinh ty khung doc mé da
t5i wu hoéa codon cia cdc gen N1 hoic N2 véi trinh tw ké dau 5> (5°-
GGCGCGCCGCACC-3’) [SEQ ID NO: 1] va trinh ty ké& ddu 3’ (5’-TTAATTAA-3")
[SEQ ID NO: 2], dugc cét theo cach twong ty bang cac enzym gidi han Ascl va Pacl.
Tiép theo, casset gen tong hop dugc gin vao vecto pVEK da cit, va cac dong thu dugc
duoc goi 1a “pVHV-N1-dai dich”, “pVHV-N1-c6 dién”, pVHV-N2-2002”, va “pVHV-
N2-1998”. Danh phép vecto “pVHV” dugc chon dé chi vecto replicon ¢6 ngudn gde tir
PVEK chtra casset chuyén gen duoc tach dong thong qua cic vi tri Ascl va Pacl trong

vi tri da tach dong ctia pVEK.

Viéc san xuét hat replicon ARN ctia TC-83 dugc thuc hién theo phuong phép da
mo ta trude do [US 9,441,247 B2 va U.S. 8,460,913 B2; ndi dung cta ching duoc dua
vao trong ban mé ta ndy theo cach vién dan]. Noi véan tit: ADN vecto replicon pVHV
va plasmit ADN hd trg duoc tao mach théng bé’mg enzym giGi han Notl truéce khi phién
ma in vitro sit dung ARN polymeraza ctia T7 MegaScript™ va chét twong ty mi
(Promega, Madison, WI). Quan trong 13, ARN hd trg dugc st dung trong phuong phap
san xudt nay thiéu trinh tw khoi ddu phan hé gen cia VEE, nhu dd mé ta truge do
[Kamrud et al., J Gen Virol. 91(Pt 7): 1723-1727 (2010)]. Cac ARN d4 tinh ché vé c4c

thanh phan replicon va thanh phén hd tro duge két hop va duge tron voi huyén phu té
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bao Vero, dugc bién nap dién trong cic cuvet 4 mm, va dugc dua tr¢ lai moi truong
nudi ciy té bao OptiPro™ SFM (Thermo Fisher, Waltham, MA). Sau khi 0 qua dém,
hat replicon ARN cua alphavirut dugc tinh ché, dugc pha ché trong nuéc mudi dém
phosphat véi 5% w/v sucroza va 1% v/v huyét thanh lon, duoc khtr tring bang céach cho
qua bd loc mang 0,22 micron, va dugc phan thanh céc phin mau dé bao quan. Hiéu gia
ctia RP chirc nang duge xé4c dinh bang thir nghiém gay nhiém-mién dich huynh quang
trén don 16p té bao Vero. Cac mé RP dugc nhéin dang theo khang nguyén duge ma hoa

bdi replicon da bao goi.

Mudi lon con 4m tinh khang thé véi virut cim lon duge phan ngiu nhién thanh
cac nhom véi mdi nhém gdém ndm con. Vacxin RP biéu hién khang nguyén ngung két
t6 hdng cau cta chung cum lon H3N2 dugc diéu ché ¢ hiéu gia 5 x 1075 RP/liéu. Ngay
trudc khi ching ngtra, vacxin ciia nhém chi ¢ RP dugce pha loang theo ty 1€ 1:1 (v/v)
v6i chit pha lodng PBS v tring, trong khi vacxin ctia nhém RP+ t4 chat duoc pha loang
theo ty 18 1:1 (v/v) vé6i ta chit XSolve. Tiép theo, loi dugc chiing ngira qua dudng trong
co bing 2,0 mL chit thich hop. Quy trinh ching ngira dugc thuc hién vao cac ngay
nghién ctru 0 va 21, mdi 14n v6i ché phdm vacxin méi. Huyét thanh dwgc 14y trong qué
trinh thtr nghiém duoc thir nghiém vé hoat tinh Grc ché ngung két hong cau (HI) st dung
khang nguyén ctia virut cam lon H3N2. Céc két qua dugc thong bao 13 do pha lodng cao
nhit c¢6 hoat tinh trc ché; cac hiéu gid nhé hon 1:10 duoc thong bao 13 1:9; cc hidu gid

>640 dwoc théng béo 1a 1:641. Hiéu gia trung binh nhan dugc thé hién trong bang 1.

Bang 1: Hiéu gid trc ché ngung két hong cau (HI) trung binh nhan

Ngaynghiénctru |0 |21 |28 |35 |56 |70 |84
RP 9,090 |258 |225 |12,9/94 |94
RP + Tachat | 9,0 | 9,2 |242,7 |211,1 |91,9 [ 52,8 [ 52,8

O lidu twong d6i thdp 5 x 1075 RP, vacxin khong ta chit cho hi¢u gid HI cuong

do thép, nhanh va tam thoi. D& s0 sénh, vacxin c6 ta chit cho cac hiéu gia HI cao sau
khi chiing ngira ting cudmg, va cac hidu gid HI ndy van cao cho dén khi két thic thir
nghiém 84 ngay.

Phat hién nay 14n dau tién chi ro raing XSolve c6 thé c6 tac dung dang ké nhu vay
dbi véi viée gy midn dich cho lon bang RP & céc lidu rat thip (5 x 1075 RP). C4c nghién
ctru da biét sir dung RP vacxin khong ta chit, di phai st dung céc lugng thanh phan

RP/liéu cao hon nhidu, vi du: 1 x 109 déi véi EMD RP, va 5 x 10°7 dbi véi STV RP).
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Vidu2

T4 chat dau cai thién cudong do va khoang thoi gian ciia dap ing khang thé ¢ lon

v6i hat replicon ARN da gié cta alphavirut ma hoa cac khédng nguyén cua virut cim lon

Cac nhom lon con cai sita tir dan 4m tinh véi cim lon duge phan ngiu nghién
thanh céc nhém didu tri nhu duoc chi ra trong bang 2. Vacxin da gia chtra hat replicon
ARN cua alphavirut & phong cum lon dugc phédi tron bang cach st dung tdm khang
nguyén dang hat ARN riéng ré& biéu hién HA hoidc NA tir cac ching ciim lon khéc nhau,
mdi khang nguyén dwoc phéi tron dén xip xi 1x1077 RP/liéu. Hai khang nguyén H3,
mot H1, mdt N1, va mdt N2 duge bao gém, va thir nghiém huyét thanh hoc theo cap (HI
hodc NI) duge sir dung dé danh gia dap Gng khang nguyén véi mdi khang nguyén.
Nghién ctru dugc thuc hién dudi dang thiét ké dup, voi mot nira sé dong vat dugce thir

thach bang virut HIN1, va nira con lai duge thi thach bang virut HIN2.

Bang 2: Quy trinh thuc nghiém ctia vi du 2

Nhém | S6lon | Vacxin Chuing thir thach
1 16 Chi c6 RP da gia

2 16 RP da gia + ta chat dau | HIN1

3 16 Gia duogc

4 16 Chi c6 RP da gia

5 16 RP da gi4 + t4 chat dau | HIN2

6 16 Gia duoc

St dung t4 chit du XSolve duge phat hién 1a 1am gia ting dang ké cuong do cua
dap ung huyét thanh v6i ca tdm thanh phan vacxin. Mic du tht ca cac ché pham vacxin
déu bao vé chdng lai tén thuong phdi (Fig. 1A-1B), tuy nhién viéc thém XSolve cai
thién hiéu qua cta vacxin khi dugc do bang mirc bai tiét qua mi ctia virut cam HIN1

va HIN? (Fig. 1C-1D). Fig. 1 - 1F thé hién diém sb hiéu gia NI tuong tng.
Téc dung ctia ta chit dbi véi hidu gia HI duge thé hién trén Fig. 2A-2F.

Nghién ciru nay chimg minh ring RP ciia SIV da gia khong t& chét tao ra cac
khang thé dbi véi tat ca cac thanh phan, nhung viéc thém ta chét diu tang cuong dang
ké dap ung mién dich cua tAt ca cac thanh phﬁn. Su gidm bai tiét qua mfli va sy tu tap
sit hon ctia cac diém sé phéi, thé hién céc wu diém 1am sang quan trong, vi dy, lién quan

dén viéc han ché 14y lan ctia bénh nhiém trong dan hodc quan the.

Vidu3
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Hiéu qua ctia vacxin NA-RP bdn thanh phén 6 ta chét chéng lai bénh nhiém

HIN1 & lon cai sita, c6 cac khang thé N1 ¢ thoi didm ching ngira 1in dau

Nghién cttu thtr thach ching ngtra dugce thuc hién dé xac dinh hiéu qua va tinh
sinh mién dich cta hai murc lidu ctia vacxin NA-RP bdn thanh phan c6 ta chit. Vacxin
c6 ta chit bao gdbm bén céu trac RP, mdi cdu tric ma hoa riéng r& mot gen NA khac
nhau ctia thé phén 1ap IAV-S dwong thoi tai M§. N6i chung, cic gen NA nay thé hién
hai cym phat sinh loai N1 (Nl-cé dién va N1-dai dich) va hai cum N2 (N2-1998 va N2-
2002) (xem Béang 3). Vacxin ¢6 ta chit duoc dung bang hai miii chiing ngira trong co
(IM) & 1 mL/lidu, & lon cai sita c6 khang thé dwong tinh véi khang nguyén N1-c6 dién
& thoi diém chung ngira 14n dau ctia chiing. Hiéu qué cta vacxin NA-RP bén thanh phan
¢6 ta chat dugc thir nghiém chdng lai bénh nhiém thir thach bang N1 khac loai (virut

HIN1).
Vit liéu va phuong phap
Tao céu tric khang nguyén NA-RP:

Hat replicon ARN ciia alphavirut (RP) khuyét sao chép dugc ma hoa bdi gen

neuraminidaza (NA), va dugc diéu ché cin ban nhu duge mé ta trong Vi du 1 trén day.

Bang 3: Cac gen N1 va N2 dugc ma hoda trong céac c4u tric NA-RP cta vi du 3

Cum phat sinh \ S6 dang ky tai
loai NA Ching cho gen ngén hang gen
N1-c6 dién A/porcine/lowa/A01410307/2014 (HIN1) | KJ605083
N1-dai dich A/porcine/Minnesota/A01483170/2014 KP036969
(HIN1)
N2-1998 A/porcine/Michigan/A02077465/2015 KR982634
(HIN2)
A/porcine/Illinois/A01475495/2014
N2-2002 (HIN2) KJ941362

n=10 con trén mdi nhém
Virut

Céc virut thir thach dugc thu tir Phong thi nghiém Dich vy Thu y Québc gia thude
Bd Nong nghiép Hoa Ky (USDA). A/porcine/Illinois/A01554351/2015 (HIN1) mang
gen HA ctia cum H1-gama va gen NA cua cum N1-cb dién. Cac virut ndy duoc nhan
1én trong mai trudng nudi cdy té bao MDCK. Céc té bao nhap dong dugc gdy nhiém

trong xAp xi 48 gio, cho dén khi tac dung gdy bénh cho té bao 12 rd rang & hon 70% don
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16p té bao. Khi thu hoach, dich ndi dugc loai khéi binh va duoc 1am trong bing cach ly

tam trude khi bao quan dong két virut nay.
Pong vat

Céc lon con cai sita dugc chon tir dan khée manh & mic cao trén co s& sang loc
huyét thanh hoc d€ xac nhan cac khang thé HI hodc NI (rc ché neuraminidaza) ton tai
trudc doi véi ching vacxin va ching tht thach. Dong vat gdm cé duc va cdi, va xap xi

ba tuan tudi ¢ thoi diém chung ngira 1an dau.
Chung ngtra va thir thach

Cac nhom diéu tri duge néu trong bang 4. Vacxin NA-RP bdn thanh phan duoc
pha ché & 106 ban sao mdi RP/liéu, dya trén thi nghiém hiéu nghiém trén co s& mién
dich huynh quang dé dinh lwong céc RP chirc ning. Cac khéng nguyén NA-RP dugc
pha ché trong chit én dinh gdm c¢6 1% huyét thanh lgn va 5% sucroza. Vacxin gia duoc
chtra chét 6n dinh nay nhung khong ¢ khang nguyén. Vacxin dugc tron véi ta chét dau
XSolve (1:1 v/v, liéu 1 mL), ngay trudc khi ding qua duong IM cho céc lon & 3 va 7
tuan tudi. Cac mire lidu duge chudn d6 nguoc bing thi nghiém IFA ddi véi chat vacxin
con lai sau ching ngira. Cac mau huyét thanh dugc ldy vao ngay ching nglra lan dau,
ngdy ching ngira thtr hai, va ngay gy nhiém tht thach.

O mot ngay trude khi chung ngira 1an diu, tit ca cic con déu duge can, va cac
con trong cac nhom c6 khang thé duong tinh véi N1-¢ dién duge tiém dudi da bang
lidu 2 mL/kg huyét thanh ting mién dich N1-cb dién (hiéu gi4 khéng thé khang NI 1a
1:2560 dbi véi khang nguyén N1-cd dién).

Bang 4: C4c nhoém didu tri v6i ching thir thach HIN1 nhu trong vi du 3

Nhém Trang thai khang Vacxin RP
theé N1-Co dién (+ XSolve) trén licu 1 mL
, NA-RP bon N
1 Duong tinh thanh phan 1076
A NA-RP bbn N
2 Am tinh thanh phan 1076
3 Duong tinh Gia duoc -
4 Am tinh Gia duoc -—-

(n =10 con trén mdi nhom)

Gay nhiém thir thdch dugc dung cho lon ¢ 3 tudn sau ching ngira 1an hai. Chét
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thir thach HIN1 (Hl-gama—Nl-c§ dién) duoc didu ché dén lidu dich 1076,5
TCID50/con (thé tich 6 mL). Chét thir thach dugc ding qua duong trong khi quan. Cac
lidu virut thir thach dugc xac nhan béng cach chuin do nguoc chét tht thach con lai.

Dich quet miii duoc léy tir tAt ca cac con & -1, 1,3, va 5 ngay sau thir thach.

Mb kham xé4c duoc thuc hién & 5 ngay sau thir thach. Lon dugc chét binh yén
bing barbiturat qua liéu & 5 DPC dudi su giam sat clia bac s§ thi y ¢6 gidy phép. Phoéi
dugc ldy va duoc quan sat dé ghi nhan dién tich bé miat ciia mdi thity bi anh hudng bai
tén thwong vi md, ddn dén phan trim diém sé t6n thwong phdi toan dién. Nude rira phé
quéan-phé nang va dich quet miii dugc l4y tir tit ca cac con dé do hiéu gia virut. Céc lat

ct phoi duge 14y dé phan tich mé bénh hoc cta tén thurong vi mo.
Phan tich dap tng mién dich:

Céc khéng thé ddc hidu v6i IAV-S trong cac mAu huyét thanh lon duge xac dinh
bang thir nghiém NI. Huyét thanh dugc bat hoat nhiét trong 30-60 phut & 56 °C. Thi
nghiém NI dugc thyc hién véi cai tién nhoé dbi véi phuong phap cia Sandbulte &
Eichelberger (Phutong phdp Mol Biol 1161: 337-45, 2014). N6i vén tit, cac dung dich
pha loang huyét thanh theo bac 2 14n duoc trén véi khang nguyén protein di biéu hién
v6i cac thé tich bang nhau trén dia 96 15 da phu fetuin va dugc G qua dém & 37° C. Thé
lién hop ngung két t lac-peroxidaza cai ngua dugc thém trong 2 gid & nhiét do trong
phong dé lién két cac phan tir fetuin da tach axit sialic. Tin hidu duge thu bang co chét
tao mau TMB, va Kkét qua dugc doc & 650 nm. Mat do quang (OD) trung binh ctia dbi
chimg am tinh, ma thiéu khang nguyén NA, dugc trir di tir tit ca cac 1. Tiép theo, gia
tri OD ctia mau thtr nghiém dugc chuin hoa trén thang 0-100%, trong dé OD trung binh
ctia cac 18 ddi ching duong tinh (chira khang nguyén NA, nhung khong c6 huyét thanh)
dugc xéc dinh 14 100%. Hi¢u gid khéng thé NI duoc xé4c dinh 14 d6 pha lodng cao nhat

clia mau ma e ché > 50% hoat tinh neuraminidaza.
Kiém tra bénh hoc cia phodi

Tén thuong vi md quan sat & phia ngoai cua tat ca céc thuy phdi (cac khéi cb két
mau tia dén mau man chin c6 ranh gi¢i rd rang) dugc ghi lai trén ban dd ludi phia trude
va phia sau phdi. Piém sb toan dién (phan tram tén thuong phoi) d6i véi mdi con duge
tinh theo sb lwvong lu6i bi anh hudng béi ton thuwong.

Giai phong virut
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Dich quet mili va dich BAL duogc pha lodng theo bac 10 1an v4i mdi trudng gay
nhiém [Dulbeco’s minimum essential medium (DMEM) ¢6 bd sung 0,3% albumin huyét
thanh bo, thanh phan V; 2 mM L-Glutamin; 25 pg/mL Gentamycin; 2 pg/mL trypsin
IX], va 100 uL. mdi dung dich pha loang dugc thém vao loat bén 16 chira té bao MDCK
nhap dong trong dia 96 15. Pia dugc i & 37° C véi 5% CO2 va quan sat sau 72 gior vé sy
c6 mit ciia virut gdy nhiém bang thir nghiém ngung két hdng cau cia dich ndi tir mdi
16. Hiéu gia IAV-S dugc tinh bing phuong phap cta Spearman-Kirber va dugc biéu
dién duéi dang Log10 TCID50 trén mL.

Két qua

Céc déap tmg mién dich cua lon dugce chung ngira bang NA-RP da gia dugc thé

hién trén Fig. 3. Pang chu y la:

- Lon duoc truyén thu dong huyét thanh ting mién dich N1-cb dién & mot
ngay trude khi nhan chung ngira 1an diu cta chung c6 hiéu gia khang thé N1-cb dién 1a

40-80 & thoi diém chung ngira.

- Sau hai lifu chung ngira vacxin 4 thanh phan NA-RP c6 ta chét Xsolve,
ca lon 4m tinh huyét thanh va lon duong tinh huyét thanh v6i khang thé N1 déu co su
gia ting dang k& hiéu gia khang thé N1-cb dién. Diéu nay chi ra ring vacxin RP ¢6 ta
chét dau 1a hitu hiéu tham chi & dong vat dich duong tinh v6i khang thé chdng lai khang

nguyén dugc ma hoa bdi RP.

- Hiéu gia NI cta lon & nhom duge ching ngira bang N1-¢d dién am tinh/gia

dugc 14 vAn 4m tinh huyét thanh.

Hiéu qua cta vacxin 4 thanh phdn NA-RP phong nglra bénh nhiém tht théach,
lién quan dén tén thuong phdi dugc thé hién trén Fig. 4. Dang chu y 1a vacxin 4 thanh
phin NA-RP ¢6 hiéu qua cao trong viéc lam giam ton thuong phdi ca khi chiing ngira
cho lon ¢6 va khong c6 khang thé N1-¢d dién ¢ thoi diém chung ngira 1an dau cia chung.
Trong c& hai nhém, phan tram tén thwong phdi déu giam dang ké so vdi ca hai nhom

duoc ching ngira bang gia dugc.
Vidu4

T4 chit dau cai thién cudng do cta dap tmg khang thé & lon vé6i hat replicon ARN ciia

alphavirut ma hoa khang nguyén virut dich ta lon, so véi ta chét nhém hoic nuée
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Chin lgn con, x4p xi ba tudn tudi, duoc phan ngau nhién thanh cic nhém véi mdi
nhém gdm 3 con. Vacxin chta hat replicon ARN ctia alphavirut biéu hién glycoprotein
gai cta virut dich ta lon (PEDV) duoc diéu ché va duoc lam dong kho trong cac lo 20
lidu. Vao ngay nghién ctru 0, lon duge ching ngira qua dudng trong co bing 1,0 ml
vacxin chira hat replicon ARN cua alphavirut da tai hydrat hoa véi nuéc, td chat nhom
hydroxit, hodc ta chat XSolve. Vao ngay nghién ctru 21, quy trinh ndy dugc lap lai véi
cac lo vacxin méi. Hiéu gia cudi cia hat replicon ARN cua alphavirut trén lidu sau khi
tai hydrat héa dugce xac dinh béng thir nghiém mién dich huynh quang, va xép xi 7x1076
RP/lidu dbi véi tt ca cac nhom. Huyét thanh duoc 1dy trong qué trinh thir nghiém duoc

thtr nghiém vé khang thé trung hoa PEDV, xem bang 5.

Bang 5: Tac dung ctia cic ta chit khac nhau dén sy phat trién ctia khang thé trung hoa

T4 chit Lon Hiéu giéa ctia Ab trung hoa PEDV
G # Truée lay méu | 20 DPV | 6 DPV2 | 13 DPV2 | 20 DPV2

Khong  ta | 154 <20 <20 20 40 20
chét 157 20 <20 <20 20 <20
158 <20 <20 <20 <20 <20
<Sol 151 <20 <20 160 320 160
olve 155 <20 <20 40 80 20
159 <20 <20 160 160 160
152 <20 <20 <20 <20 20
Alhydrogel =757 20 <20 <20 <20 40
156 <20 20 <20 <20 40

Céc con dugc diéu tri bang vacxin khong t4 chit c6 lugng khang thé trung hoa
thép hodc khong phét hién dugc sau hai lidu vacxin. TAt ca cac con dugc didu tri béng
vacxin c6 t4 chit nhom hydroxit phat trién khéng thé trung hoa ngay trén gii han phat
hién. Nguoc lai, vacxin ¢ ta chat XSolve tao ra khang thé trung hda cao hon sau hai
lidu vacxin, va ca ba con déu dat hiéu gia khang thé t6i thiéu cao hon so véi hiéu gia
dinh quan sat dugc trong cac nhom thir nghiém con lai. Do d6, viéc st dung nhom-

hydroxit 1am t4 chit 12 khong hiru hiéu, v t chat dau 13 can ban t6t hon.
Vidu3s

T4 chét diu cai thién hidu qua ching ngira & ga ctia hat replicon ARN cua alphavirut ma

hoa khéang nguyén cim

Ga mot ngay tudi duoc phan ngau nhién thanh cadc nhom mudi con. Vacxin chira
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hat replicon ARN cta alphavirut bidu hién khang nguyén ngung két hong cau ctia ching
cim logn H3N2 dugc didu ché ¢ hiéu gia 1x10°8 RP/lidu. Ngay truée khi ching ngira,
vacxin ding cho nhém chi tiép nhan RP, dugc pha lodng theo ty 18 1:1 (v/v) véi chét
pha lodng PBS vo trung, trong khi vacxin dung cho nhom hat replicon ARN cua
alphavirut céng ta chit dugc pha loang theo ty 18 1:1 (v/v) véi ta chat XSolve. Huyét
thanh tir ga duoc thir nghiém vé hiéu gia tc ché ngung két hdng cau (hemagglutination

inhibition: HI) vao cac ngay nghién ctru 0, 7, va 14 sau chung ngua.

Bang 6: T4c dung cua ta chat ddu dén hidu gid HI

Hi¢u gia HI trung binh nhan
Vacxin S6 con Ngay 0 Ngay 7 Ngay 14
Chi c6 RP 10 25 25 18
RP+t4 chit dau 10 25 35 55
Gia dugce 10 25 27 14

Viéc thém ta chit XSolve vao vacxin chia hat replicon ARN cuia alphavirut 1am
tang rd rét hidu gia HI cia ga sau liéu chung ngira duy nhat, nguoc lai so véi vacxin

khong ta chit va gia duoc.
Vidub6

T4 chat dau cai thién hiéu qua ¢ ga cia vacxin chta hat replicon ARN cua alphavirut

biéu hién khang nguyén IBDV

Thir nghiém thr thach chiing ngtra nay thit tic dung cua ta chét dau dén hiéu qua
chung ngira ciia RP biéu hién khang nguyén polyprotein VP2-4-3 tr virut gdy bénh
Gumboro (IBDV) thudc chung Faragher 52/70. Céac con thtr nghiém la ga SPF (khong
chira tac nhan gy bénh dic hiéu) am tinh v6i khang thé khang IBDV. Kich thuéc nhém
1a 5 hodc 10 con. Ching ngtra dugc thyc hién qua duong dudi da & ngay tudi (ngay no);
mot nhém (n=5) 12 nhém dbi chimg dwoc chiing ngira bing nudc mudi dém phosphat
(PBS). Mot nhém ching ngira tiép nhan vacxin RP trong dung dich dém chtra nudc,
Nhém vacxin khéc tiép nhan vacxin RP trdn theo ty 1& 1:1 véi ta chét XSolve. O 28 ngay
sau chung ngira, tit ca cac nhom déu duge gay nhiém thi thach bang chung IBDV doc
CS89, qua dudong nho mat. Hiéu qua ching ngira dugc kiém tra bang md kham xéac duoc
thuc hién 10 ngay sau thir thich, tinh diém mo tui cho tdng tén thuong, va bang md bénh

hoc, theo theo cac tiéu chudn da biét rd ddi v6i bénh nhiém IBDV.
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Bang 7: Tac dung cua ta chat diu dén hiéu qua ching bang RP chéng lai thir thach
IBDV nghiém trong

% Bao vé

Nhom Vacxin SO con - 7 - —
Trén co sé tong | Trén co so ton

tdn thuong tai | thuong vi mo

RP- Polyprotein

0, 0,
1 BDV 10 0% 0%
RP- Polyprotein 0 0
2 IBDV + XSolve 10 100% 100%
3 Gia dugc 5 0% 0%

RO rang, viéc thém ta chit du vao vacxin RP c¢6 tac dung tich cuc dang ké dén
hiéu qua chung ngira ddi véi bénh nhidm trung thi thach nghiém trong: cai thién dép

g mién dich cta g tir khong dén bao vé hoan toan.
Vidu7

Ta chat dau cling cai thién hiéu qua ctia vacxin chira hat replicon ARN cua alphavirut &

ca

Vacxin chtta hat replicon ARN ctia alphavirut bidu hién protein capsit chinh cta
virut gdy bénh & c4 trap d6 (red sea bream iridovirus: RSIV) duoc diéu ché bang cac
phuong phép chuin nhu duge md ta trong ban mé ta ndy. C4 rd phi dugce ching ngira
qua dudng trong co bang 0,05 ml vacxin, va tiép theo duge thir thach & céc lan khac
nhau sau ching ngira. Ba muoi con trén mdi nhom diéu tri va trén mdi 1an thir thach
duogc sir dung trong nghién clru ndy. Vacxin chira hat replicon ARN cua alphavirut dugce
tron theo ty 16 1:1 (v/v) v6i PBS, hodc v6i SVEA, ta chit kép phi khoang, ngay trudc
khi chung ngira. Hiéu gi ctia RP trén mdi nhom didu tri 1a 1x1077 RP/liéu. C4 ddi chimg

duoc chung nglra bang vacxin gia dugc.

Bang 8A: Téac dung cua t4 cht diu dén phin trim séng s6t clia ¢4 ro phi

Ty 1& phéan tram song séng & 14 ngay sau thir thach
‘ Thur thach Thir thach | Thir thach | Thi thach
Nhom di€u tri vacxin lituthap ¢3 | li€ucao ¢ | liéu thap liéu cao &
tuan 3 tuan & 6 tuan 6 tuan
RP-Irido khong ta chat T7% 47% 83% 47%
RP-Irido véi ta chat dau 90% 43% 83% 70%
Déi chimg khong chiing ngira 43% 27% 67% 37%
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Bang 8B: Tac dung cla t4 chat diu dén phan trim sdng sét tuong d6i clia ¢4 rd phi

Phan tram sdng s6t twong dbi so voi ddi chimg
. Thtr thach | Thu thach | Thir thach | Thir thach
Nhém diéu tri vacxin liu thap ¢ | li€ucao ¢ | liduthap ¢ | liéu cao &
3 tudn 3 tuan 6 tuan 6 tuan
RP-Irido khong t4 chit 58,8 27,3 50,0 15,8
RP-Irido véi ta chit diu 82,4 22,7 50,0 52,6
Déi chung khong ching ngira n/a n/a n/a n/a

Trong cé thtr thach “lidu thdp & 3 tudn” va thir thach “lidu cao ¢ 6 tudn”, t4 chit
déu cai thién manh sy sbng sét twong dbi cua ca dugce ching ngira bang RP. Hai diéu tri
thir thach con lai cho cac két qua twong duong. Do d6, vacxin RP ARN ctia alphavirut
v6i ta chit ¢o hidu qua cao hon dang ké so v6i vacxin RP khong t4 chat, va mang lai

hiéu qua chung ngira tham chi chi véi ching ngira mét liéu duy nhét.
Vidu 8
Hiéu qua cta viéc sit dung dong thoi va cling lic RP va ta chét dau

Thi nghiém dugc thuc hién ¢ lon, st dung vacxin NA cuia virut cim lgn 4 thanh
phén chira hat replicon ARN cua alphavirut, nhu dugc mo ta trong Vi du 3. Vi du nay
dong vai trd minh hoa hiéu qua cta céc kiéu sir dung khac nhau d6i voi cac thanh phan
vacxin: RP va t4 chét dau.

Vit liéu va phuong phéap

Lon duge ching ngira & x4p xi 4 va 7 tudn tudi. Vacxin NA 4 thanh phén 12 hdn
hop gbm céc cdu trac RP N1 gen dup, va N2 gen dtp, nhu duge mo ta trong Vi du 3,
mdi chu tric duge ding & xap xi 2 x 10°6 RP/lidu. T4t ca cic nhom déu chira 4 con.
Thiét ké quy trinh thir nghiém dugc thé hién trong bang 9. Nhom 2 tiép nhan cac RP NA
tron véi ta chit XSolve, mdt cach déng thoi.

Cac nhom 3 va 4 dugc thir tac dung cua viéc st dung cung lic RP va ta chét dau:
cac 1an dung cach nhau trong vong khoang 10 phut, va & cing bén ¢d (cach nhau > 5

cm), hodc & cac bén doi dién cua cd.

Mot nhém dbi ching, nhém 35, duge bao gdm st dung RP ma hoa khang nguyén

cam lon HA HI1. RP nay dugc dung & khodng 1x1077 RP/liéu.

Huyét thanh duoc liy & ngay ching ngira 1an mét, ngay chiing nglra lan hai, va &
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7 ngdy sau chung ngira 14n hai. Cac huyét thanh nay dugc kiém tra bang cac thir nghiém
NI twong ddng riéng r& d6i véi mdi mot trong 4 typ NA.

Hiéu gia NI do duoc duge thé hién trén Fig. 5 va 6, nhd d6 Fig. 5 thé hién hiéu
gia NI d6i véi khang nguyén NA 16p N1 tai ba thoi diém dugce do theo thoi gian, bao
gdm dd léch chuén. Fig. 6 thé hién hiéu gia NI trung binh nhém cua 4 typ NA két hop,

& 7 ngay sau ching ngira 13n hai.

Béang 9: Quy trinh thi nghiém cua vi du 8

Nhém | RP T4 chit | Dung

1 Khéng | Tiém IM, liéu 1 ml

2 Tron va tiém IM, liéu 1 ml

3 4 thanh phan Tiém RP va t4 chit déuvriéng r& mdi loai 0,5
NA cua SIV | Xsolve | ml, ti€ém IM, cung bén co

4 Tiém RP va té chat riéng r& mdi loai 0,5 ml,

tiém IM, cac bén doi dién cua cd
5 SIVHA H1 | Khéng | Tron va tiém IM, liéu 1 ml

Két qua va két luan

Tir cac két qua do dugce trong Vi du 8, mot vai tic dung c6 thé ghi nhan dugc:

- Céc mAu hinh hiéu gia NI d6i v6i 4 typ NA tai ba thoi diém do 14 hdu nhu
gidng nhau, do d6 cac két qua trinh bay trén Fig. 5 ctia NA N1 ¢d dién biéu thi cac miu
hinh hiéu gi4 chéng lai 3 typ NA con lai.

- Twong tw, cdc map hinh dap Gng hiéu gia NI d6i véi 4 typ NA & 7 dpv2,
nhu dugc trinh bay trén Fig. 6 phan 16n 1a gidng nhau.

- Két qua hiéu gia NI cia d6i chung HA H1 RP (nh6ém 5) nhu dy tinh khong
tao ra hiéu gia NI; diéu nay thiét 14p ngudng hiéu gia ddi v6i dap ing dic hiéu.

- Ngoai trlr sai s6 thwe nghiém nhét dinh, hau hét hiéu gia NI trong cac nhém
2 - 4, tiép nhan RP va t4 chat du, 14 cao hon dang ké so v6i hiéu gid NI ctia nhém chi
tiép nhan RP (nhom 1). Pidu ndy minh hoa rang ta chit déu tang cuong manh mé viée
gdy mién dich bang RP.

- Nhom tiép nhan RP va ta chat ddu mot cach ddng thoi (nhém 2), x4c nhan
tac dung manh cia ta chit dau da ghi nhan dugc trong Vi du trude do.

- Téc dung gdy mién dich ctia st dung cung luc RP va cta ta chat dau (céac

nhom 3 - 4) rit gin v6i tac dung gdy mién dich cta st dung ddng thoi: su kich thich
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manh dap ing mién dich cia RP. Khong c6 tic dung rd rang vé su khac biét & vi tri

dung.

Sang ché khong bi gidi han pham vi boi cac phuong 4n cu thé duge mo ta trong
ban md ta nay. Thuc vay, céc cai bién khac nhau theo sang ché ngoai cac cai bién duge
md ta trong ban md ta ndy s& tré nén hién nhién dbi v6i chuyén gia trong linh vuc nay
nhd phan mé ta trén day. Céc cai bién nhu vy duoc du tinh nam trong pham vi ctia yéu

cau bao hd kém theo.

Ciing can luu y rang tit ca cac kich thudc bazo hoic kich thude axit amin, va tat
c4 céc gid tri trong luong phan tir hodc khdi lugng phén tir, ding cho axit nucleic hoic

polypeptit 12 x4p xi, va duoc dua ra dé mo ta.
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YEU CAU BAO HO
1. Vacxin bao gdm hat replicon ARN ciia alphavirut ma hoa khang nguyén c6 ngudn
gbc tir tac nhan gy bénh & dong vat, trong d6 vacxin con bao gdm ta chit dau bao gdm
dau khoang va diu phi khoang, trong d6 ddu khoang 13 dau parafin 1éng va trong d6 dau
phi khodng 1a vitamin E-axetat.
2. Vacxin theo diém 1, trong d6 lwong diu khoang trong ta chit dau 1 1 - 70% v/v ta
chét dau.
3. Vacxin theo diém 1 hodc 2, trong d6 tdng lwong dau phi khoang trong ta chat dau la
0,1 - 30% w/v ta chét du.
4. Vacxin theo diém bt k¥ trong s6 cac diém 1-3, trong d6 ta chat dau dugc diéu ché
duéi dang nhii tvong dau trong nudc.
5. Vacxin theo diém 4, trong d6 nhii twong dau trong nuréc 14 nhil twong 6 kich thuée
submicron.
6. Vacxin theo diém 4, trong d6 nhii trong cua ta chit dau bao gdm chét nhii hoa.
7. Vacxin theo diém 6, trong d6 chit nhil héa bao gdm Polysorbate.
8. Vacxin theo diém 7, trong d6 Polysorbate 13 polyoxyetylen sorbitan mono-oleat.
9. Vacxin theo diém bt ky trong sd cac diém 1-8, trong d6 hat replicon ARN clia
alphavirut 1a hat replicon ARN cua alphavirut gdy bénh viém ndo ngua Venezuela
(VEE).
10. Vacxin theo diém bét ky trong s6 cac diém 1-9, trong d6 tac nhan gy bénh & dong
vat 1a tdc nhan giy bénh ¢ dong vét dugc chon tir nhdém bao gém cd, chim va dong vat
cO vU.
11. Vacxin theo diém 10, trong d6 dong vat c6 vii 1a lon.
12. Vacxin theo diém 10, trong d6 chim 13 ga hodc ga tay.
13. Vacxin theo diém 10, trong do6 ca la thanh vién cua ho Cichlidae.
14. Kit bao gdm it nhét hai vét chia, trong d6 it nhat mot vat chira bao gdm hat replicon
ARN cua alphavirut gdy bénh viém ndo ngua Venezuela (VEE) ma hoa khang nguyén
c¢6 ngudn ghc tir tAc nhan gy bénh & dong vat, va it nhit mot vat chira bao gdm ta chat
diu bao gdm dau khoang va diu phi khoang, trong dé du khoéng 13 dau parafin 10ng

va trong d6 dau phi khoang 13 vitamin E-axetat.
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