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(57) Sang ché dé cap dén vecto tai tb hop chira protein tao mién dich cua virut dich
ta lon chau Phi, vi khuin Lactobacillus tai t& hop, ché phdm vi khuan séng ding qua
dudng miéng, va phuong phap tao ra vi khun Lactobacillus tai t6 hop va c6 lién quan
dén linh vuc k¥ thuét tai td hop gen. Vecto tai t hop c6 thé dugc st dung dé tao ra
Lactobacillus tai t5 hop biéu hién protein tao mién dich ctia virut dich ta lgn chau Phi,
va sau khi tron dung dich Lactobacillus c6 thé tiét ra protein p72 va protein p54, ché
phdm vi khuén séng ding qua dudng miéng dé ngin ngira bénh dich ta lon chau Phi
c6 thé duoc didu ché. Ché pham vi khuén séng ding qua duong miéng dugc diéu ché
theo sang ché nay co thé ngin chin lay nhiém virut bénh dich ta lon chau Phi sang lgn

mot cach an toan, ¢6 hiéu qua va nhanh chong, va khong chira qua trinh mién dich.

Gia tri huynh quang twong d6i



CVH140
Textbox
(57)

CVH140
Textbox
(21)    1-2021-03584

CVH140
Placed Image


53039

Linh vuc k§ thuét dwoc dé cap

Séang ché thudc linh vuc ki thudt tai td hop gen, va cu thé 14 lién quan dén
vecto tai td hop chira protein tao mién dich cta virut bénh dich ta lon chéu Phi, vi
khudn Lactobacillus tai t& hop, ché phdm vi khuén sng ding qua dudng miéng,
va phuong phép tao ra vi khuin Lactobacillus t4i t8 hop.
Tham khao chéo don dang ky patent c6 lién quan

Pon ding ky patent ndy yéu cau hudng loi ich va quyén uu tién cia don
déng ky patent Trung Quéc s6 202010339345.5 duge ndp vio ngdy 26 thang 4
nim 2020, toan bd ndi dung cua md ta sang ché duoc két hop dua vao day bang

céch vién din toan bd nhu mot phan ciia don ding ky patent nay.

Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Bénh dich ta lon chau Phi (ASF) 1a bénh truyén nhim cip tinh, gy sét va
rét d& lay & dong vat. Ty 16 mic bénh va ty 18 tir vong clia bénh ASF c6 thé 1én
t6i 100%, 12 mot trong s6 nguyén nhan hang dau gy tir vong trong nganh chin
nudi lon. Hién tai, khong ¢6 vacxin thuong mai cé sin. Virut gdy bénh dich ta
lon chau Phi (ASFV) 1a ching duy nhét thudc ho virut bénh dich ta lon chau Phi
cla chi virut bénh dich ta lon chau Phi, ¢6 duong kinh tir 175 dén 215 nm, c6
dang d6i xtng hinh khéi c6 hai mwoi mit va c6 mang nang phu trén v6 boc nhén
(nucleocapsit nhan cia bd gen virut). B¢ gen cia ASFV la ADN mach thing soi

kép c6 kich c& tir 170 dén 190kb.

124



53039

Virut dich ta lon chau Phi c¢6 thé 1am cho 13y truyén qua dudng tiép xuc
cao gifta lgn nha va nhiéu loai lgn rung khéac, chii yéu xam nhip vao lgn qua
duong miéng va hé ho hép trén, gy nhiém tring & vom hong hodc amidan, sau
d6 lan nhanh dén cac hach bach huyét & ham dud¢i va xam nhép toan bd co thé

qua dudng bach huyét va mau.

Do khéng c6 vacxin thwong mai ngan ngira ASFV trén thi truong, nén
phuong phép phong chéng an toan, tiét kiém va hiéu qua nhét 13 phuong phap
phong chéng an toan sinh hoc, nguyén tic 13 ngan chin su tiép xuc gifra virut va
sinh vat. Tuy nhién, khong c6 phuong phdp nao c6 thé dam bao ring virut s

khong con tiép xtc voi co thé.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Theo quan diém ndy, muc dich cla sang ché nhim dé xuét vecto tai to hop
chira protein tao mién dich cta virut bénh dich ta lon chau Phi, vi khuin
Lactobacillus tai t& hop, ché phdm vi khuin séng ding qua dudng miéng, va
phuong phéap tao ra vi khuén Lactobacillus tai td hop, dé tao ra hé thdng biéu
hién vi khuén Lactobacillus biéu hién cac protein p72 va p54 cua virut bénh dich
ta lon chau Phi, va dé cung cép co s& 1y thuyét cho su phat trién ciia tc nhan

ngin chin nhiém tring niém mac miéng dé ngén chan l&y nhiém virut.

Dé dat duoc muc dich néu trén cia sing ché, sang ché dua ra giai phap k¥
thuat sau: Sang ché d& xuit vecto tai t6 hop chira protein tao mién dich cua virut
dich ta lon chau Phi, trong d6 vecto tai td hop 14y vecto biéu hién Lactobacillus
pVES5523 lam vecto co ban va trinh ty nucleotit mé hoa protein tao mién dich cua
virut dich ta logn chau Phi dugc nhan ban gilta cac vi tri gidi han EcoRV va Sall
cua vecto co ban.

Theo mdt s6 phwong 4n thyc hién sang ché nay, protein tao mién dich cua
virut bénh dich ta lgn chau Phi bao gdm protein p72 va protein p54 cua virut

bénh dich ta lon chau Phi thugc ching Cat Lam ¢ Trung Quéc. Trinh tu nucleotit
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ma héa protein p72 cia virut gdy bénh dich ta lon chau Phi thufc ching Cat Lam
& Trung Qubc duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty nucleotit m& hoa
protein p54 ctia virut gdy bénh dich ti lon chéu Phi thudc chung Cat Lam ¢
Trung Qudc dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2.

Sang ché dé xut vi khudn Lactobacillus tai t hop biéu hién protein tao
mién dich cua virut dich ta lon chau Phi, trong d6 Lactobacillus tai t6 hop bao
gdm vecto tai td hop & trén. Séng ché nay ciing dé xuét phuong phép tao ra vi
khudn Lactobacillus téi t6 hop, trong d6 bao gbm:

(1) nhan ban twong Umg trinh ty nucleotit mad héa protein p72 cua virut
dich ta lon chau Phi va trinh tu nucleotit ma hoa protein p54 cua virut dich ta lon
chau Phi vio vecto biéu hién Lactobacillus pVE5523 dé tao ra cac plasmit tai tb

hop pVES523-ASFV-p72 va pVE5523-ASFV- tr54;

(2) bién dbi twong Gmg cac plasmit tai t6 hop pVE5523-ASFV-p72 va
pVES5523-ASFV-p54 thanh céc té bao kha bién cia Lactobacillus dé thu dugc vi
khuén Lactobacillus t4i t6 hop biéu hién protein p72 cta virut dich ta lon chau
Phi va vi khuén Lactobacillus tai t hop biéu hién protein p54 cia virut dich ta

lon chau Phi.

Séang ché ciing dé xuét ché pham vi khuan séng ding qua duong miéng dé
ngin ngira lay nhiém bénh dich ta lon chau Phi, trong d6 cac thanh phan hoat tinh
cta ché pham vi khuén sdng dung qua dudng miéng bao gbm Lactobacillus tai td
hop biéu hién protein p72 cua virut bénh dich ta lgn chau Phi va Lactobacillus tai
t hop biéu hién protein p54 clia virut dich bénh dich ta lon chau Phi dugc cau

tao bang phwong phap tao ra néu trén.

Theo mot s& phuong 4n, ty 18 vi khuén séng cia Lactobacillus tai t6 hop
biéu hién protein p72 cta virut dich ta lgn chau Phi véi vi khuan Lactobacillus tai
t8 hop biéu hién protein p54 cta virut dich ta lon chau Phi 1a (0,8-1,2) x 10° cfu:
(0,8-1,2) x 108 cfu.
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Sang ché dé xuit vecto tai t6 hop chira protein tao mién dich cua virut gay
bénh dich ta lon chau Phi, cé thé duoc st dung dé tao ra cac vi khuén
Lactobacillus t4i t& hop biéu hién protein tao mién dich cua virut bénh dich ta lon
chau Phi va sau khi tron cac vi khuin Lactobacillus tai tb hop biéu hién cac
protein khang nguyén virut bénh dich ta lon chau Phi p72 va p54, ché phim vi
khu4n séng ding qua dudng miéng dé ngan ngira 13y nhiém virut gdy bénh dich
ta lon chau Phi dugc diéu ché. Theo sang ché, sau khi lon duogc uéng ché phém,
protein khang nguyén (hdn hop cta protein p72 va p54) do Lactobacillus tiét ra
trong ché phim s& bam vao mang nhdy trén bé mit t€ bao sinh vat, va tao thanh

mang sinh hoc protein khang nguyén trén niém mac b€ mat mang.

Protein ciia khang nguyén c6 thé két hop véi vi tri gin két ctia virut trén té
bao dich dé niém phong vi tri protein thu thé ctia virut trén bé mit mang nhiy, do
d6 ¢6 vai tro chiém linh sinh thi. Khi virut séng trong mdi truong x4m nhép vao
co thé, vi tri lién két cta virut trén té bao dich da bi ngin chin hoan toan boi
mang sinh hoc protein khang nguyén, va virut khong thé lién két voi vi tri lién
két cua virut trén t& bao dich, do d6 ngin chin hiéu qua su két hop cua virut vo1

thu thé trén bé mat té bao va ngin ngira bénh dich ta lon chau Phi.

So véi vacxin, ché phim udng dugc didu ché theo sang ché nay an toan
hon, hiéu qua hon va nhanh hon. Tinh an toan cta ché phdm udng theo sang ché
duoc thé hién & chd cac thanh phan hitu higu chi tiét ra protein chirc ning cua
virut, khong t6n tai gen virut va khong thé gay ra bién thé virut. Tinh hiéu qua
duoc thé hién & chd cac thanh phan hitu hiéu cta ché pham ubng chi tiét ra cac
khang nguyén bao vé, tac dong Ién vi tri niém mac trén bé mit co thé va bao pht
b& mit niém mac noi chira céc t& bao dich cta virut bénh dich ta lon chau Phi.
Khi virut xdm nhép, vi tri lién két gitta protein khang nguyén va té bao bé mat
niém mac s& bi chan lai va bit kin, do d6 ngén chdn dudng lay nhiém cua virut.
Su nhanh chéng dugc thé hién & chd protein dugc tiét ra boi Lactobacillus truc
tibp thn cong thu thé ma virut lién két véi € bao dich, do d6 ngén chén sy lay

nhidm cua virut va khong can qua trinh dap img micn dich.
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Mo ta van tat hinh vé
Fig. 1 1a so dd cdu trac plasmit clia vecto tai t6 hop pVES5523-ASFV-p72

theo sang ché nay;

Fig. 2 1a so dd céu triic plasmit clia vecto tai t6 hop pVES5523-ASFV-p54

theo sang ché nay;

Fig. 3 13 dudng cong khuéch dai d& xac thuc biéu thirc p72 theo sang ché
nay;

Fig. 4 1a duong cong khuéch dai dé xac thuc biéu thirc p54 theo sang ché

nay.

M0 ta chi tiét sang ché

Céc phuong an thyc hién sang ché

Sang ché s& duoc giai thich rd hon théng qua cac phuong an thuyc hién
sang ché s& trinh bay dudi ddy. Sang ché nay dé xuét vecto tai t6 hop chira
protein tao mién dich cua virut dich ta lon chau Phi, trong d6 vecto tai td hop lay
vecto biéu hién Lactobacillus pVE5523 1am vecto co ban va trinh tu nucleotit ma
hoéa protein tao mién dich cua virut dich ta lon chau Phi dwgc nhén ban gita cac
vi tri giéi han EcoRV va Sall clia vecto co ban.

Protein tao mién dich cuia virut bénh dich ta lon Chéau Phi bao gém protein
p72 va protein p54 cua virut bénh dich ta lgn Chau Phi thudc ching Cat Lam ¢
Trung Quéc. Trinh ty nucleotit ma hoa protein p72 cla virut gy bénh dich ta lon
chau Phi thudc ching Cat Lam ¢ Trung Quéc duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1
va trinh tu nucleotit mi hoa protein p54 cta virut gay bénh dich ta lon chau Phi
thudc ching Cat Lam ¢ Trung Qudc dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2. Trinh ty
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1 dugc nhén ban gifta cac vi tri gi6i han EcoRV
va Sall ciia vecto co ban dé tao thanh vecto tai td hop pVES5523-ASFV-p72, va

cAu trac cta plasmit tai t6 hop duoc trinh bay trong Fig. 1. Trinh tir nucleotit

5
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dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2 dugc nhan ban giita cac vi tri gi61 han EcoRV
va Sall clia vecto co ban dé tao thanh vecto tai t6 hop pVE5523-ASFV-p54, va
ciu tric clia plasmit tai t6 hop nhu dugc trinh bay trong Fig. 2. Séng ché khong
¢6 gidi han cu thé nao vé phuong phap tao ra vecto tai t6 hop va phuong phap
tao ra thong thuong vecto tai t6 hop s& dugc thuc hién.

Sang ché d& xuét Lactobacillus tai to hop biéu hién protein tao mién dich
cia virut gdy bénh dich ti lon chau Phi, trong d6 Lactobacillus tai t6 hop bao
gdm vecto ti to hop néu & trén.

Sang ché nay cling d& xuit phuong phép tao ra vi khuén Lactobacillus tai
t6 hop, trong d6 bao gbm:

(1) nhan ban twong mg trinh tu nucleotit ma hoa protein p72 cua virut
dich ta lon chau Phi va trinh tu nucleotit ma hoa protein p54 cua virut dich ta lgn
chau Phi vao vecto biéu hién Lactobacillus pVE5523 dé tao ra cac plasmit tai td
hop pVES5523-ASFV-p72 va pVE5523-ASFV- tr54;

(2) bién @bi twong tmg cac plasmit tai t0 hop pVE5523-ASFV-p72 va
pVES5523-ASFV-p54 thanh céc té bao kha bién cua Lactobacillus dé thu dugc
Lactobacillus tai t hop biéu hién protein p72 cta virut dich ta lon chéu Phi va

Lactobacillus tai td hop biéu hién protein p54 cua virut dich ta lon chéu Phi.

Trudc khi thuc hién budc nhan ban, trinh tu gen p72 va p54 cua virut gay
bénh dich ta lon chau Phi thudc ching C4t Lam & Trung Quéc dugc tim kiém
trong ngan hang gen t6t nhit 12 dugc tdi wu hoa dé tao thanh cac trinh ty nhu
duoc néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2, tiép theo 1a nhan ban duoc thuc

hién.

Khi qué trinh nhan ban dugc thye hién, tot nhat 1a vecto pVE5523 dugc
tiéu héa bang Sall/EcoRV, va céc trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID
NO: 2 duoc tidu héa bing cing mot loai enzyme. Sau khi két hop cac manh da
tiéu hoa & trén, cac plasmit tai t6 hop pVE5523-ASFV-p72 va pVES5523-ASFV-
p54 dugc thé hién trong Fig. 1 va Fig. 2 duoc hinh thanh.
6
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Theo sang ché nay, plasmit tai t6 hop duoc st dung d8 bién dbi cac té bao
kha bién ATCC393 Lactobacillus casei bing cach bién ddi dién @é thu duoc
Lactobacillus t4i t& hop. Sau khi thu dugc Lactobacillus t4i td hop, tot nhat 1a cac
Lactobacillus tai to hop dugc khuéch dai trong moi trudng long MRS, va plasmit
ti t& hop dugc chiét tach dé phat hién PCR dinh lwong huynh quang. Cac doan
mdi va trinh tu khuéch dai dugc sit dung dé phat hién PCR dinh lwong huynh

quang trong sang nay ché nhu sau:

Phat hién PCR dinh lugng huynh quang p72:
mdi thuan P72 (SEQ ID NO: 3): AGTTCGGATGTCACAACGCTTG;

mdi nguge P72 (SEQ ID NO: 4): TTTGCTTTGGTGCGGCTTGT;

trinh tu khuéch dai P72 (SEQ ID NO: 5):
AGTTCGGATGTCACAACGCTTGTGCGCAAATTTTGCATCCCAGGGGAT
AAAATGACTGGATATAAGCACTTGGTTGGCCAGGAGGTATCGGTGGA
GGGAACCAGTGGCCCTCTCCTATGCAACATTCATGATTTGCACAAGCC

GCACCAAAGCAAA,;

PCR dinh lugng huynh quang P54:

mdi thudn P54 (SEQ ID NO: 6): AGCCACTCCACAACCAGGTAC;

mdi nguge P54 (SEQ ID NO: 7): GCCCTCCAGTTGCCATGATTAG;

trinh tu khuéch dai P54 (SEQ ID NO: 8):
AGCCACTCCACAACCAGGTACCTCTAAACCGGCTGGAGCCACTACAG
GCAACGTAGGCAAGCCAATTACAGACAGGCCAGTTGCCATGAATAGG
CCAGTTACGAACAGCTCGGTCGCGGACAGGCCAGTTATGAACAACCC
AGTTACGGACAGACTAATCATGGCAACTGGAGGGC.

Vi khuén Lactobacillus tai tb hop dugc didu ché bing phuong phép tao ra
c6 thé tiét ra cac protein tao mién dich tai t6 hop p72 va p54 cua virut dich ta lon
chau Phi tuong Gmg theo cac plasmit tai t6 hop khéc nhau.

Sang ché ciing d& xuét ché pham vi khuén sdng dung qua dudong miéng dé

ngédn ngura lay nhidm bénh dich ta lon chau Phi, trong dé cac thanh phén hoat tinh
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ctia ché pham vi khuan séng dung qua dudng miéng bao gdm Lactobacillus tai td
hop biéu hién protein p72 cia virut dich ta lon chau Phi va Lactobacillus tai td
hop biéu hién protein p54 cua virut gdy bénh dich ta lgn chéu Phi duoc tao ra
bang phwong phap nhu da néu trén.

Trong ché pham vi khuin sdng dung qua dudng miéng, ty 1€ vi khuén
sdng ctia Lactobacillus tai t6 hop biéu hién protein p72 cia virut dich t lon chau
Phi v&i Lactobacillus tai t& hop bidu hién protein p54 cia virut dich ta lon chau
Phi 1a (0,8-1,2) x 108 cfu: (0,8-1,2) x 10® cfu, t6t hon 1a 1 x 108 cfu.

Sau ddy, vecto tai t6 hop chira protein tao mién dich cua virut gdy bénh
dich ta lon chau Phi, vi khuin Lactobacillus tai t& hop, ché pham vi khuén sdng
dung qua dudng miéng, va phuong phép tao ra vi khuén Lactobacillus tai to hop
theo sang ché nay s& dwgc md ta chi tiét co tham chiéu dén cac Vi dy, nhung

chiing khong nén duoc hiéu 12 1am giéi han pham vi bdo hd cla sang ché nay.

Vi du thwc hién sang ché
Vidul
Thu nhén trinh tu gen p72 va p54 ctia virut gdy bénh dich ta lon chéu Phi
Protein p54 ctia virut gy bénh dich ta lon chéu Phi tdn tai trong 16p vo
bén trong clia cac hat virut, 14 mot trong nhitng protein cAu trGc chinh va protein
tao mién dich manh cta ASFV, tham gia vao qua trinh hép phu va xam nhéap cua
virut vao cac té bao dich. Trinh ty gen p72 va p54 (P72: ngén hang gen:
MK 189456.1; P54: ngan hang gen: MK214679.1) cta virut gdy bénh dich ta lon
chau Phi thudc ching Cat Lam & Trung Quéc trong ngan hang gen da dugc t6i
wu héa va cai bién, sau d6 dugc tong hop bséi Cong ty Nanjing Genescript
Biotechnology Co., Ltd va cac trinh ty co s¢ duge thé hién trong SEQ ID NO: 1
va SEQ ID NO: 2.

Vidu?2
Thu nhan vecto bidu hién téi t& hgp pVE5523-ASFV-p72 va pVE5523-
ASFV-p54

8/24



53039

(I) Vit liéu va phuong phap

(i) Vat lidu va ngudn

Cac enzym gidi han Sall va EcoRV déu duoc mua tir Cong ty NEB, va
enzym Tag, dNTP, danh diu ADN DL2000, DL15000, B tinh loc ADN
Agarose Gel va Bo tinh sach Plasmit Mini BEST dugc mua tir cong ty Dalian
Takara va vecto nhan ban pVE5523 da duogc cung cap boi Nanjing Genescript

Biotechnology Co., Ltd.

(ii) Phuong phap thtr nghiém

Céc doan cia vecto nhan ban pVES5523 dugc tiéu hoa boi Sall/EcoRV
duoc ndi voi cac doan clia gen p72 va p54 dugc tiéu hoa boéi cung mot loai
enzym Sall/EcoRV, sau khi bién d0i dién, plasmit tai to hop dugc chiét xuat va

giri dén Nanjing Genescript Biotechnology Co., Ltd dé kiém chung giai trinh ty.

(I1) Két qua thir nghiém

Két qua giai trinh ty cla plasmit tai t6 hop: plasmit tai t6 hop sau khi giai
trinh tu gen dugc so sanh vi cac doan gen p72 va p54 duoc chén vao, va két qua
giai trinh ty phu hgp véi mong doi, cho thdy rang cac doan gen p72 va p54 tong
hop da dwoc chén vao thanh cong vao vecto Lactobacillus pVES52, va plasmit
tai tb hop dugc tao ra thanh cdng, cac plasmit duong tinh 14n lwot dugc dit tén 1a

pVES5523-ASFV-p72 va pVE5523-ASFV-p54 tuong tmg.

Vidu3
Chuén bi va phat hién céc gen p72 va p54 biéu hién virut giy bénh dich ta

lon chau Phi

(I) Vit liéu va phuong phap

(1) Vat liéu va ngudn

Erythromyxin (Emr) dugc mua tir Cong ty Biodee Biotechnology Co., Ltd.

(ii) Phuong phap thir nghiém
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Bién dbi dién ciia cac gen muc tiéu trong Lactobacillus ATCC393 va sang
loc cac ching khang: Lactobacillus ATCC393 di dugc bién dbi dién dugc trai
trén dia nudi cdy rdn MRS c6 chita Spg/ml erythromyxin, dia dugc nudi cly
trong tl 4m & 30 °C trong 72 gio, va cac khuén lac trén dia duoc chon loc va céy
vao mdi trudng nudi cdy long MRS chira Spg/ml erythromyxin, va nudi cay &
30 ° C trong 72 gid. Céc plasmit trong vi khudn duoc chiét tach va xac dinh bang
PCR dinh lugng huynh quang. Céc doan mdi duge x4c dinh va trinh ty khuéch

dai nhu sau:

Phat hién PCR dinh lrgng huynh quang p72:

méi thuan P72 (SEQ ID NO: 3): AGTTCGGATGTCACAACGCTTG;

mdi ngugc P72 (SEQ ID NO: 4): TTTGCTTTGGTGCGGCTTGT;

trinh tu khuéch dai P72 (SEQ ID NO: 5):
AGTTCGGATGTCACAACGCTTGTGCGCAAATTTTGCATCCCAGGGGATAAA
ATGACTGGATATAAGCACTTGGTTGGCCAGGAGGTATCGGTGGAGGGAACC
AGTGGCCCTCTCCTATGCAACATTCATGATTTGCACAAGCCGCACCAAAGCA

AA;

PCR dinh lugng huynh quang P54:

mdi thuan P54 (SEQ ID NO: 6): AGCCACTCCACAACCAGGTAC;

médi ngugc P54 (SEQ ID NO: 7): GCCCTCCAGTTGCCATGATTAG;

trinh ty khuéch dai P54 (SEQ ID NO: 8):
AGCCACTCCACAACCAGGTACCTCTAAACCGGCTGGAGCCACTACAGGCAA
CGTAGGCAAGCCAATTACAGACAGGCCAGTTGCCATGAATAGGCCAGTTAC
GAACAGCTCGGTCGCGGACAGGCCAGTTATGAACAACCCAGTTACGGACAG
ACTAATCATGGCAACTGGAGGGC.

(ID) Két qua thir nghiém
Céc plasmit tai t hop da khuéch dai duge phét hién bang PCR dinh luong
huynh quang, va cac duong cong khuéch dai duoc thé hién trong Fig. 3 va Fig. 4
twong (mg. Cac plasmit tai t6 hop duong tinh c6 duong cong khuéch dai dién
10
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hinh véi cac gia tri CT nam trong khoang tir 19 dén 22, trong khi d6i ching té
bao kha bién ATCC393 khong c6 dudng cong khuéch dai, cho thay ring cac
plasmit téi td hop pVE5523-ASFV-p54 va pVE5523-ASFV-p72 di dugc bién
nap thanh cong thanh cac t& bao kha bién ATCC393.

Vidu4

Phuong phép nubi cdy hé bidu hién Lactobacillus tai t6 hop

Hé théng biéu hién Lactobacillus tai tb hop dugc cdy vao mdi trudng nudi
céy long Lactobacillus MRS v6i lugng céy 1%, va mdi treong 1€n men thu duge

&35 °C trong 72 gio. S6 lugng vi khuan sdng sot cia Lactobacillus tai t6 hop

V6i phuong phép phén tin b& mat phang:
(i) Panh s6: 9 bo dia nudi cdy thach dic MRS vo tring dugc dénh dau 1a

104, 10-5 va 10 (3 bo cho mdi d6 pha lodng) bing mot diém d4nh dAu tuong img.

6 bng nghiém khac chira 4,5mL nuéc vo trung dugc ldy ra va danh dau lan lugt
1210, 102, 103, 104, 10 va 10,

(ii) Pha lodng: 0,5ml huyén phu Lactobacillus (mau can thir nghigm) da
tron déu dugce hut vao dng nghiém 10! bang pipet ImL, day 12 dung dich pha
lodng 10 1an. Thyc hién dat 6ng nghiém 107! 1én bd lic 6ng nghiém dé 1am cho
chit 16ng vi khuin dugc tron déu. Mot pipet Iml khac dugc sit dung dé dua vao
6ng nghiém 10! dé théi va hat huyén phu vi khuin qua lai ba 1an, dé phan tan va
tron déu vi khuén. 0,5ml chét long vi khuén trong éng nghiém 10! dugc hut sang
bng nghiém 107 bang pipet di st dung & bude trude, thu dugc chét pha lodng
gip 100 14n, va phan con lai c6 thé duoc suy ra bang phép tuong tu.

(iii) LAy mAu va tréng phu: Lay 0,2ml huyén phu vi khuén da pha lodng
1an luot tir cic dng nghiém 10, 10-5 va 10 cho vao dia mdi truong thach vo
tring da danh s6 twong ung, dung dich vi khuin dugc phan tin ddng déu trong
thach. moi trudng c6 que phu thuy tinh vo tring, va vi khuén dugc nudi cdy trong

ti Am nhiét d6 khong d6i & 37 °C.

11
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(iv) Tinh toan: Sau khi nudi cdy 48 gio, dia moi trudng thach dugc liy ra
dé dém khuan lac, va tinh s6 khuédn lac trung binh trén 3 dia c6 cung d¢ pha
lodng, cong thirc tinh nhu sau: Pon vi hinh thanh khuan lac trén mililit (cfu) = )
khuén lac trung binh 13p lai ba lan véi cung mot d§ pha lodng x s6 lan pha loang

x5,

Vidu5

Lactobacillus c6 thé tiét ra protein p72 va p54 téi t hop dugc diéu ché
trong Vi du 4 dugc pha lodng thanh chat 16ng vi khuan 0,8-1,2 x 10% cfu/ml va
tron theo ty 1€ 1: 1. Dung dich hdn hop vi khuin dugc st dung cho tho SPF New
Zealand va chudt SD ¢ dang dung dich udng. Trong khi d6, nhém d6i chung am
tinh A dugc cho cing mot thé tich nudce mudi thong thudng va nhém dbi chimg
B dugc cho cung mét thé tich dung dich nu6i céy MRS. Bén con tho New
Zealand va chudt SD trong mdi nhém dugc quan sat trong 2 tuan, va khong co
hién twong bat thudng nio nhu than nhiét bat thuong va di ing xay ra & 24 con.
Do d6, vi khudn Lactobacillus c6 thé tiét ra protein p72 va p54 tai t6 hop dugc

didu ché theo sang ché nay 13 an toan va khong c6 tac dung phu.

Vidu 6

C6 khoang 300 con lon trong mét trang trai ¢ huyén Thai Hd, tinh An Huy,
v6i kich ¢& tir 20 kg dén 100 kg, dwoc chia thanh ba khu chan nuéi, mét s6 con
lon & khu chin nudi tht hai da bi bénh va chét mét con sau d6. Ngay 23/01/2020,
viéc thir nghiém ché phim Lactobacillus tai td hop dwoc thyuc hién tai trang trai
nay, thir nghiém kéo dai trong 21 ngay va dugc chia thanh ba nhom, lon dugc
cho ubng vdi liéu luong Sml/con. Nhém dbi chimg duogc bb tri tai khu chan nudi
thir nhét véi téng s6 112 con lon, nhém thir nghiém dwge b tri & khu chan nudi
thir hai va tht ba. Truéc khi tht nghiém, lon & khu vuc thi nhit va tht ba &
trang thai khoe manh, va khu vyc tht hai dang trong tinh trang bung phat dich ta
lon chau Phi tru6e khi thir nghiém dugc thyc hién vao ngay 23 thang 1. Két qua
thir nghiém dugc thé hién trong Bang 1, trong do6 s6 lugng logn & nhoém db6i chimg

12
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dao dong tir 112 dén 66 con, va 46 con bi chét, véi ty 18 chét 1a 41,07%. Do khu

vuc nudi tht hai dang trong giai doan bénh trudc khi thi nghiém, $6 lugng gidm

tir 45 xubng 28 con sau khi st dung ché pham Lactobacillus tai t6 hop va 17 con

chét, véi ty 18 chét 1a 37,78%. Mot con lon chét trong qua trinh thir nghiém & khu

chin nubi thir ba, ty 1€ chét 13 1,08%. Trong toan bo dot thir nghiém, c6 18 con

lon chét & nhom thir nghiém (khu chin nudi thi 2 va thir 3), ty 18 chét 1a 13,04%.

Két qua cho thay ché pham Lactobacillus téi t6 hop c6 hiéu qua t6t.

Bang 1 So séanh két qua xét nghiém Lactobacillus tai t6 hop

Nhoém thtr nghiém

gian/Nhom Khu chin nuéi 1

Khu chan nuo6i 2

Khu chén nudi 3

Tir 23/1 dén S6 lon trong 16 do1

13/2 ching dao dong tu
112 dén 66 con, chét

Khu vyuc nhan gidng
thir hai ¢ giai doan
bénh trudc khi thi

nghiém, s6 luong giam|
tir 45 xubng 28 con

sau khi str dung ché

Pan lon tir 93 con dén

92 con, chét 1 con

46 con. , _
pham Lactobacillus tai
t6 hop, con 17 con
chét
Ty 1€ tr vong 41,07% 13,04%

Vidu7

M&bt vu dich ta lon chau Phi di xay ra tai mt trang trai & thanh phé Nghi

Duong, tinh Hd Nam vao nam 2019, hon 400 con lgn v béo dugc ddi xt vo hai

va trang trai da dugc khir tring hoan toan. Vao thang 4 ndm 2020, tng s6 120

con lon con va lgn vd béo duge dua vao, va 402 con lon dugc dua vao ngay 27

13



53039

thang 5, viéc phat hién mam bénh ctia bénh dich ta lgn chau Phi khéng duoc tién
hanh truéc khi dua vao. Trong s6 lgn duge nhaflpyvéo thang 4, mot s6 lon bi bo &n,
trang thai tinh than kém va tuong tu, va 1 con lon chét. Sau do, 40 con lgn dugc
ldy mAu nglu nhién dé phat hién madm bénh cua bénh dich ta lgn chau Phi, va 2
con lon dang b me nghi ngd bénh dich ta lon chau Phi, nguoi nudi ngay 1ap tirc
cach ly nhiing con lon nghi méc bénh va ting cudng cac bién phap an toan sinh
hoc cua trang trai, hai con lon nghi ngo chét trong vong mot tudn, roi 1an luot
chét di. Vao ngdy 21 thang 5, 500ml ché phim Lactobacillus tai td hop dugc didu
ché trong Vi du 4 dugc hoa tan trong 30 kg nudc va tron véi 25 kg thirc an
(lwong cho 100 con lon mdi ngay) va cho an hai 14n mét ngdy, tir 2 dén 3 14n mot
tuan. Sau khi st dung ché phém, tinh trang stc khoe téng thé cua lon duogc cai

thién rd rét, khong c6 hién tuong lon chét.

Bang 2 Bang téng hop hiéu qua sir dung cac ché pham Lactobacillus tai )

hop cua trai lon

Thong tin dua vao |Trudc khi sir dung san pham|Sau khi stt dung san pham!

Tinh trang suc khoe cua
Vao ngay 1 thang 4 . o
, Tur ngdy 13/4, lan lugt xay rallon dugc cai thién rd rang,
Khu s6 5 mam 2020, 60 con lon| , ,
lon chét, c6 9 con bi chét | khong xday ra hién tugng
duoc dua vao ;
lon bi chét

. .| Tinh trang strc khée cua
Vio ngay 1 thang 4 | Tt ngay 19/4, lan luot ti€p o
) ) lon dugc cai thién 10 rang,
Khu s6 9 [ndm 2020, 60 con lon| theo xay ra lon chét, c6 18 ]

, khong xay ra hién tuong
dugc dua vao con bi chét.

lon bi chét

Tht ca 402 con lon duoc dua vao hdi thang 5 déu tang trudng tot theo phac

d6 cua Vi du 4 va khong c6 con lon nao bi nhiém bénh.

Vidy 8

14
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Trang trai lon & thanh phé Kim Hoa, tinh Chiét Giang, khong nhiém dich
bénh vao thang 11 nim 2019. Hién tai, c6 380 con lgn nai va khoang 3900 con
lon v& béo. Tt ca lon nai va lgn vd béo déu duge st dung cac ché pham
Lactobacillus tai td hop dugc diéu ché trong Vi du 4. Tu diu nam dén thang 5,
mdi con lgn dugc ubng 10 ml, 3 l4n mét ngay. Tir ngay 17 thang 5, 500ml ché
phim Lactobacillus tai t6 hop dugc didu ché & Vi du 4 dugc hoa tan trong 30 kg
nude va trén véi 25 kg thire dn (lugng cho 3n 100 con/ngay) va cho &n 2 1in/ngay,
tir 2 dén 3 1an/tudn. Sau 12 hoi mua xuan nim 2020, di c6 mot dot bung phat
khéng phai bénh dich hach ¢ quan Wucheng, Kim Hoa, va dén ngay 10 thang 8,

tinh hinh trong trai lon vin dién ra binh thuong.

Trén day chi 13 cac phuong an thyc hién dugc uu tién theo sang ché nay.
Chn Iwu ¥ 12 déi voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vye nay, c6 thé thyc
hién mdt s6 cai tién va stra ddi, ma van thudc ban chét k¥ thuét va nguyén tic cua
sang ché niy, va nhing cai tién va sira ddi ndy cfing van thudc pham vi bao hd

clia sang ché nay.

15
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YEU CAU BAO HQ

Ché pham vi khuén séng ding qua dudng miéng dé ngin ngtra 14y nhiém bénh dich ta
lon chau Phi, trong d6 céc thanh phan hoat tinh ciia ché phém vi khuén séng ding qua
duong miéng bao gdm Lactobacillus tai td hop biéu hién protein p72 cua virut bénh
dich ta lon chiu Phi va Lactobacillus tai td hop biéu hién protein p54 cta virut bénh
dich ta lon chau Phi duoc tao ra theo phuong phap xay dung bao gom:

(1) nhan ban trong tmg trinh ty nucleotit cia SEQ ID NO: 1 mé hoa protein p72
ctia virut dich ta lon chdu Phi va trinh tg nucleotit cia SEQ ID NO: 2 ma hoéa
protein p54 cua virut dich ta lon chau Phi vao vecto biéu hién Lactobacillus
pVES5523 d tao ra cdc plasmit tai t6 hop pVE5523-ASFV-p72 va pVE5523-ASFV-
tr54;

(2) bién dbi twong tmg c4c plasmit tai to hop pVE5523-ASFV-p72 va pVE5523-
ASFV-p54 thanh cic té bao kha bién cia vi khuin Lactobacillus dé thu dugc
Lactobacillus t4i t& hop biéu hién protein p72 cua virut dich ta lon chéu Phi va

Lactobacillus tai t hop bidu hién protein p54 cta virut dich ta lon chau Phi.

Ché phim vi khuln séng ding qua dudng miéng theo diém 1, trong @6 ty 1€ vi khuan
sdng cta Lactobacillus téi td hop biéu hién protein p72 cua virut dich ta lon chau Phi
vé6i Lactobacillus téi to hop biéu hién protein p54 cta virut dich ta lon chdu Phi la
(0,8-1,2)x108 cfu : (0,8-1,2)x10°® cfu.

Ché pham vi khuén séng ding qua dudng miéng theo diém 2, trong d6 ty 1é vi khuén
sdng cia Lactobacillus tdi td hop biéu hién protein p72 cua virut dich ta lon chau Phi
véi Lactobacillus tai t& hop biéu hién protein p54 cta virut dich ta lon chéu Phi la

1x108 cfu : 1x108 cfu.

Ché phim vi khuén séng ding qua dung miéng theo diém 1, trong d6 trudc khi thyc
hién nhén ban & budc (1), phuong phap nay con bao gbm viéc t6i wu hoa trinh ty gen

p72 va p54 cua virut dich ta lon chau Phi thudc chung Cat Lam & Trung Quéc dugc
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tim kiém trong ngan hang gen d tao thanh cic trinh ty dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 1 vaSEQID NO: 2, va tiép theo thuc hién nhan ban.

Ché phim vi khuin séng ding qua dudng miéng theo diém 1, trong d6 sau khi thu
dwoc vi khudn Lactobacillus ti t5 hop & buéc (2), phuong phdp nay con bao gom
viéc nhan gidng vi khuin Lactobacillus tai td hop trong méi trudng dung dich MRS,

va chiét xudt plasmit tai t& hop dé phat hién PCR dinh lugng huynh quang.

Ché phim vi khuan séng ding qua dudng miéng theo di€m 5, trong d6 cdc cdp moi

duoc sir dung dé phat hién PCR dinh legng huynh quang twong tmg bao gom:

mdi d& phat hién PCR dinh luong huynh quang p72 bao gdm mébi thudn p72 véi
trinh tu nucleotit duoc thé hién trong SEQ ID NO: 3, va mdi ngugc p72 véi trinh tr
nucleotit duge thé hién trong SEQ ID NO: 4;
mdi dé phat hién PCR dinh lugng huynh quang p54 bao gbm moi thuin p54 véi
trinh ty nucleotit duge thé hién trong SEQ ID NO: 6, va méi nguoc p54 vdi trinh tu
nucleotit duoc quy dinh trong SEQ ID NO: 7.

17/24
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DANH MUC TRINH TU
<110> Céng ty Changsha Lvye Biotechnology Co., Ltd.
<120> cChé pham vi khudn séng dung qua dudng miéng dé ng&nn ngua lay
nhiém bénh dich ta chau Phi
<130> GWPCTP202103495
<160> 8
<170> Phién badn PatenIn 3.5
<210> 1
<211> 2128
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu nucleotit m& hda protein p72 cpa virut gady bénh dich téa
chdu Phi thudc chung CAt Lam, Trung Quodc
<400> 1
gtcgacatgg gtgtactgct cacacagagg acgctgctca gtctggtcct tgcactcctg 60
tttccaagca tggcgagcat gcatatgaaa gggatgcacg tggcccaacc tgcagtagtg 120
ctggccaaca gccggggtgt tgccagcttt gtgtgtgagt atgggtctgc aggcaaagct 180
gccgaggtcc gggtgacagt gctgcggcgg gccggcagcece agatgactga agtctgtgcc 240
gcgacatata ctgtggagga tgagttgacc ttccttgatg actctacatg cactggcacc 300
tccaccgaaa acaaagtgaa cctcaccatc caagggctga gagccgtgga cactgggctce 360
tacatctgca aggtggagct cctgtaccca ccaccctact atgtgggtat gggcaacggg 420
acccagattt atgtcattga tccagaacca tgcccagatt ctgatggtgg cggtggctcg 480
ggcggtggtg gatctggtgg cggcggatct acaaagacca aaccaccatc ccccatatcg 540
ccaggctccg aagtggecgg gtcctcggtce ttcatcttcce ctccaaaacc caaggacacc 600
ctcatgatct cccagacccc cgaggtcacg tgcgtggtgg tggacgtcag caaggagcac 660
gccgaggtcc agttctcctg gtacgtggac ggcgtagagg tgcacacggc cgagacgaga 720
ccaaaggagg agcagttcaa cagcacctac cgtgtggtca gcgtcctgec catccagcac 780
caggactggc tgaaggggaa ggagttcaag tgcaaggtca acaacgtaga cctcccagcc 840
cccatcacga ggaccatctc caaggctata gggcagagcc gggagccgca ggtgtacacc 900
ctgcccccac ccgccgagga gctgtccagg agcaaagtca ccgtaacctg cctggtcatt 960
ggcttctacc cacctgacat ccatgttgag tggaagagca acggacagcc ggagccagag 1020
ggcaattacc gcaccacccc gccccagcag gacgtggacg ggaccttctt cctgtacagc 1080
aagctcgcgg tggacaaggc aagatgggat catggagaaa catttgagtg tgcggtgatg 1140
cacgaggctc tgcacaacca ctacacccag aagtccatct ccaagactca gggtaaacct 1200
cctccatacc agcctctcgg cggcggcggce agcgaattcg gatcccatat ggacaagatt 1260
atattggccc aagacttgct gaatagcagg atctctaaca ttaaaaatgt gaacaaaagt 1320
tatgggaaac ccgatcccga acccactttg agtcaaatcg aagaaacaca tttggtgcat 1380
tttaatgcgc attttaagcc ttatgttcca gtagggtttg aatacaataa agtacgcccg 1440
catacgggta cccccacctt gggaaacaag cttacctttg gtattcccca gtacggagac 1500



tttttccatg
gctccgattc
aacggatatg
ccttttggaa
tgcgaatacc
ctagacgaat
aaaatgactg
cctctcctat
gatgaaaatg
tttcccgaga

gacgcaacgt

<210> 2
<211>

~L 4L - AN

<220>
<223>

atatggtggg
agggcacgtc
actgggacaa
gacccattgt
ccggagaacg
atagttcgga
gatataagca
gcaacattca
atacgcagcg
actctcacaa

atctggacat
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ccatcatata
ccagatgggg
ccaaacaccc
acccggcaca
actttatgaa
tgtcacaacg
cttggttggc
tgatttgcac
aacgtgtagc
tatccaaaca

aagatatc

TRinh tu nhan tao

ttgggtgcat
gcccatgggce
ttagagggcyg
aagaatgcgt
aacgtaagat
cttgtgcgca
caggaggtat
aagccgcacc
cataccaacc

gcaggtaaac

chau Phi thudc chung Cat Lam, Trung Qubc

<400> 2

gtcgacatgg
tcaccaacct
gtggtcttaa
gctgctgccce
cagtgggcag
aacgtaggca
tcggtcgcgg
ggagggccag
aacactgctt

cacCaaagacc

<210> 3
<211> 22
<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

attctgaatt
ctacaccgag
tcattattat
ccgctattga
gagccactcc
agccaattac
acaggccagt
cggccgcaag
cacaaacaat

tggaaaactc

ttttcaaccc
cttcttctcc
catcgttcta
ggaggaagat
acaaccaggt
agacaggcca
tatgaacaac
tgctccttceg
gccggcetgtt
cttgtaagat

Trinh tu nhén tao

gtttatccgc
acacatatgt
atttatctgt
atacagttta
acctctaaac
gttgccatga
ccagttacgg
gatgagcttt
gaagctctac

atca

gtcattcatc
agcttcaaac
ccgtttacac
accgaaactt
tcgatgtaaa
aattttgcat
cggtggaggg
aaagcaaacc
cgaaatttct

aagatattac

Trinh tu nucleotit m& hba protein p54 cua virut

ggcattatgg
gtactattct
tttcttcaag
taaatcctta
cggctggagc
ataggccagt
acagactaat
atacaacagc

ggcaaagaag

ctggcaggat
gtttcctcgce
gcttgtagat
ggtttactac
tggaaattcc
cccaggggat
aaccagtggc
tattcttacc
ttcacagcat

tcctatcacg
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1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2128

gdy bénh dich ta

cgaatgtttg
cgttgctatc
aaagaaaaaa
tcaagatcag
cactacaggc
tacgaacagc
catggcaact
cactactcag

cacctataca

M&i thuadn d& phat hién PCR dinh luong huynh quang p72

60
120
180
240
300
360
420
480
540
574
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<400> 3

agttcggatg tcacaacgct tg 22
<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> M&i nguoc dé& phat hién PCR dinh lugng huynh quang p72

<400> 4

tttgctttgg tgcggcttgt 20
<210> 5

<211> 156

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu khuéch dai d& phat hién PCR dinh lugng huynh quang p72

<400> 5
agttcggatg tcacaacgct tgtgcgcaaa ttttgcatcc caggggataa aatgactgga 60
tataagcact tggttggcca ggaggtatcg gtggagggaa ccagtggccc tctecctatge 120

aacattcatg atttgcacaa gccgcaccaa agcaaa 156
<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M&i thuan d& phat hién PCR dinh lugng huynh quang p54

<400> 6

agccactcca caaccaggta c 21

<210> 7



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53039

22
ADN

Trinh ty nhén tao

Mdi ngugc dé& phat hién PCR dinh lugng huynh quang p54

7

gccctccagt tgccatgatt ag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8
176
ADN

Trinh ty nhan tao

Trinh tuy khuéch dai dé phat hién PCR

8

agccactcca caaccaggta cctctaaacc ggctggagcc

gccaattaca gacaggccag ttgccatgaa taggccagtt

caggccagtt atgaacaacc cagttacgga cagactaatc

24/24
22
dinh lugng huynh quang p54
actacaggca acgtaggcaa 60

acgaacagct cggtcgcgga 120
atggcaactg gagggc 176





