5 (19) Cong hoa xa hoi chil nghia Viet Nam (VN) L) (PO

(U

CUC SG HOU TRI TUE 1-0020925
(51)7 A61K 39/12, C12N 7/00 (13) B
(21) 1-2013-02894 (22) 14.02.2012
(86) PCT/EP2012/052476 14.02.2012 (87) WO02012/110490  23.08.2012
(30) 61/444,071 17.02.2011 US
(45) 27.05.2019 374 (43) 25.11.2013 308

(73) BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH (DE)
Binger Strasse 173, 55216 Ingelheim Am Rhein, Germany

(72) BERRY, Elizabeth Jane (US), HADDADIN, Fuad Tawfiq (JO),
KHAZRAEINAZMPOUR, Ali (US), KROLL, Jeremy (US), MALBURG, Sonia

Regina Cantisano (BR), SANDOVAL BASURTO, Edgar Arnulfo (MX),
SCHEERER, Stephen (US)

(74) Cong ty Luat TNHH T&G (TGVN)

(54)  PHUONG PHAP SAN XUAT VIRUT GAY HOI CHUNG RGI LOAN HO HAP VA
SINH SAN G LGN (PRRSV) VA PHUONG PHAP SAN XUAT CHE PHAM
CHUA PRRSV

(57) Séng ch& dé cap dén phuong phdp san xuat virut gay hoi chimg réi loan ho
hdp va sinh san & lon (porcine reproductive and respiratory syndrome virus-
PRRSV) va phuong phdp san xuft ch& phim chita PRRSV trén quy mo thuong

mai.



20925

Linh vic k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén viéc san xuat virut gdy hoi ching rdi loan ho hép va sinh
san & lon (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus-PRRSV) con song,
giam ddc lyc co thé duge st dung trong san xuit vacxin chtra virut nay trén quy mo

thuong mai va viéc st dung ching trong diéu tri bénh cho lon.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Ngay nay, hoi ching rdi loan ho hip va sinh san ¢ lgn (Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome-PRRS) dugc xem 12 bénh tac dong chu yéu dén nén cong
nghiép chan nudi lon trén toan thé gioi. Hoi chimg nay dugc md ta lan déu tién vao
nim 1987 & Hoa Ky 1a "bénh bi hiém & lon" va gia ting nhanh chong trén toan cau.
HOi chiing nay giy tdn thit nghiém trong dén quy trinh sinh san, lam ting muc do tr
vong do nhiém khudn thtr phat va lam giam sy chuyén hoa thirc &n va gidm sy tdng
trudng khéi lugng trung binh theo ngay. Khong may, viéc kiém soat virut gy PRRS la
kho khan.

Virut PRRS (PRRS virus-PRRSV) la virut ARN mach don cé v bao dugc
phan loai thudc ho Arteriviridae (Cavanaugh, 1997). Virut nay gy nén mdt can beénh
phd bién & lon ma dugc mo ta 1an ddu tién 1 “bénh bi hiém & lon” & Hoa Ky vao ndm
1987 (Hill, 1990). Bénh nay thé hién 1a bénh vé dudng hd hap & lon trong tat ca cac do
tudi din dén chét & mot sd con lon nho va 13 vAn @& nghiém trong vé sinh san & lon cai

trong d9 tudi sinh san.

Sy truyén PRRSV ¢6 thé, va thuong xay ra qua tiép xtc tryc tiép gifta con lon
bi nhiém virut va lon dé bi anh hudng. Sy truyén virut xay ra qua duong khong khi &
khoang céach rat ngén hoic ciing ¢6 thé qua tinh dich. Khi bi nhiém, virut c6 thé & lai
trong mau ctia lon trudng thanh trong khoang tir hai dén bbn tudn va & trong co thé lon
d3 bi nhiém tir mot dén hai thang hodc 1au hon. O lon 101 duc bi nhiém virut, virut c6
thé & lai trong tinh dich 14u hon 100 ngay. Khoang thoi gian nhiém tring mau lam ting

dang ké nguy co truyén virut. Hon nita, virut PRRS ¢6 thé ¢6 thé di vao nhau trong
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giai doan thai nghén thir ba cudi cung dé nhiém vao con lon con & trong tr cung va

gAy chét non hodc 1am cho con lgn con sinh ra bi yeu.

T4t ca cac loai va nhom vat nudi c6 kich c¢& khéac nhau, bao gém 16 vat nudi co
tinh trang stc khde tdt hodc binh thudng hodc cac 16 vat nudi ¢ ngoai troi hodc trong
nha, déu c6 thé bi nhiém virut PRRS. Nhoém vét nudi bi nhiém virut ndy c6 thé bi giam
khé ning sinh san nghiém trong, cling nhu ting mc d¢ bi viém phéi sau khi cai sita
v6i su phat trién kém. Giai doan sinh san dién hinh kéo dai tir hai dén ba thang; tuy
nhién, cac vin d& sau khi cai sita thuong tré nén lan rong. Cac bénh vé sinh san dugc
dac trung bdi sy bung nd siy thai ma anh hudng dén ca lon me va lon con trong giai
doan cudi thai ky. Xay ra dé non trong khoang thoi gian tir 109 dén 112 ngay cua thai
ky. S6 lon bi chét non va sinh ra bi yéu ting va dan dén ting dang ké ty 18 ti vong

trudce khi cai sita.

Giai doan ho hép truyén théng da dugc xem xét & trong trai lon con, cu thé 1a
trai lon con hoat dong lién tuc. Tuy nhién, cac van dé v& ho hip do virut PRRS ciing
c6 thé théy trong giai doan hoan thién nhu la mot phﬁn ctia bénh ho hip phic hop &
lon (porcine respiratory disease complex-PRDC). Su giam tdc d6 sinh trudng, ting
phan trim lgn khong thé tidu thu dugc va ting ty 1€ tir vong sau khi cai sita c6 thé xay
ra. Cac nghién clru vé triéu ching thiy rang ty 1& bi bénh viém phdi cao c6 lién quan
dén virut PRRS cing v6i nhiéu loai vi khuin khac thudng dugce xem 1a tdc nhan truyén
nhiém th@t phat. Vi khuin phén 1ap c6 thd bao gdbm trong sb Streptococcus suis,
Haemophilus suis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis, Mycoplasma
hyopneumoniae, va Pasteurella multocida. Tac nhan virut thuong bao gdm virut cim
lon va virut corona gdy bénh ho hép & lon. Céc con lon bi nhiém bénh hiém khi dap

ung lai véi lidu thudc cao va tat ca cac phuong thire déu khong kiém soat dugc bénh.

Virut PRRSV tdn tai & hai kiéu gen dugc d& cap dén 1a kiéu "Hoa Ky" va "chéu
Au" ma c6 chung khoang 50% muc do twong dbng vé trinh ty (Dea S et al. (2000).
Arch Virol 145:659-88). Hai kiéu gen nay ciing ¢6 thé duoc phan biét boi dic tinh
mién dich hoc cta ching. Hau hét thong tin giai trinh ty trén sy phan lap khac nhau
déu dua trén protein cAu trac, cu thé 1a protein vé GP5 ma chiém khoang 4% hé gen
cta virut, trong khi chi mot s6 it thong tin giai trinh tu duoc biét dya trén protein

khong céu triic (non-structural proteins-nsp). Sy phén 1ap PRRSV va san xuét vicxin
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da duoc md td trong mot sb cong bd (WO 92/21375, WO 93/06211, W093/03760,
WO 93/07898, WO 96/36356, EP 0 676 467, EP 0 732 340, EP 0 835 930).

Chiing ngtra 12 phuong phap quan trong dé giam bot t6n hai do virut PRRS gy
ra khi lon da hdi phuc sau khi nhiém virut PRRS s& phat trién dép tng mién dich, ma &
didu kién binh thudng s& bao vé chiing khang lai ciing chiing virut d6. Tuy nhién, virut
PRRS c6 kha ning bién dbi do nhidu sy dot bién thuong xay ra & virut ARN chudi
don, duong; va do do co thé xuét hién chung virut méi. Trong céc truong hop nay, co
thé khong c6 su bao vé chéo giita cac ching va c6 thé thiy su bung phat bénh & cac

ndng trai ma da c6 sy nhiém virut trude day . Do do, van con nhu cau thém ve vacxin.

Phuong phéap thuong duoc sir dung nhét dé san xudt vacxin virut sdng giam doc
lyc 1a cdy truyén hang loat virut trong co chét (thudng 1a canh trudng t€ bao véi mot
dong té bao ma chip nhan virut) khac véi chu thé ty nhién (S) cho dén khi virut nay
tré nén bi giam ddc lyc phu hop (nghia 14, giam doc tinh hodc giam kha ning gy
bénh) dé str dung lam vacxin. Véi 1in cdy truyén thi nhét, canh truong té bao dugce
nhidm chét dé ching ngira lya chon. Sau khi thu dugc d4u hiéu 15 rang v& su tai ban
virut (vi du, tac dung gy bénh & té bao (cytopathic effects-CPE) do virut trong cac té
bao bi nhiém), mot thé tich nho mdi trudng nudi céy té bao, hoic cac t& bao bi nhiém,
hodc ca hai, clia lan cly truyén tht nhit duge st dung dé nhiém vao canh truong té
bao thit hai. Quy trinh nay dugc lap lai cho dén khi mot hogc nhieu dot bién quyét dinh
trong hé gen cua virut gdy ra su suy yéu phi hop dé virut c6 thé duge st dung an toan
lam vacxin. Mirc d suy yéu thudng dugce xac dinh theo kinh nghiém bing céch dé

phoi nhi€ém chu thé tu nhién (S) véi virut dd qua cac 1an cAy truyén tang dan.

Quy trinh trén v& co ban 13 hop ly va da duge st dung thanh cong d8 phat trién
nhidu loai vacxin dé sir dung cho ngudi va trong thu y. Tuy nhién, khi quy trinh nay
duogc st dung trén quy md cong nghiép, vin con nhu cAu vé phuong phép san xuét

PRRSV c6 hidu qué va c6 lgi vé chi phi.
Ban chét ky thuit ciia sing ché

Sang ché dé xuét phuong phép san xut virut PRRS séng dé str dung trong san
xuat vacxin. Phuong phap mé ta & day co thé duge sir dung dé san xuét virut PRRS
trén quy md 16n, bao gbm nhung khong gi¢i han & chung PRRSV 904881 da dugc dua

vao trong B suu tap ching gidng vi sinh vat chau Au (European Collection of Cell
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Cultures-ECACC) co6 s6 hiéu luu gitt ECACC 11012501 va ECACC 11012502 duge
dua vao ngay 25 thang 1 ndm 2011 theo hiép wéc Budapest, hodc bét ky thé hé sau nao

cua cac chung da deé cép.

Cu th8 hon, sang ché dé cap dén phuong phép san xuét virut gdy hdi chimg rdi
loan h6 hép va sinh sin & lgn (porcine reproductive and respiratory syndrome virus-
PRRSV) trén quy mo thuong mai, trong d6 phuwong phép nay bao gdm:

a) gieo ddng thoi moi trudng nudi cdy cung véi dong t€ bao dong vat c6 vii ma tiy ¥
nhidm RRSV & quy mé 16n vao binh phan tng sinh hoc va giy nhiém té bao dong vat

¢6 vl nay voi virut PRRSV.
b) nhan gidng virut trong khoang thoi gian tir 5 dén 7 ngay sau khi gay nhiém;

¢) thuc hién bude thu hoach 1An thir nhit bing cach 1iy mdi trudng ra khéi binh phén

{mg sinh hoc va phén 14p cac virut dd nhén giong ra khoi do;

d) lai @ ddy moi trudng nay vao binh phan tng sinh hoc va nhan gidng virut trong

khoang thoi gian tir 1 dén 4 ngay;

¢) thuc hién bude thu hoach 1in th hai bang cach ldy mdi truong ra khéi binh phan

g sinh hoc va phén 14p céc virut da nhén gidng ra khéi do;

d) lai db dy méi trudng vao binh phan ing sinh hoc va nhén giéng virut trong khoang

thoi gian tu 1 dén 4 ngay; va

¢) thuc hién budc thu hoach 1an thi ba bing céch 1dy mdi trudong ra khoi binh phan

g sinh hoc va phén l4p céac virut da nhan gidng ra khéi do.

Theo céc phuong an cu thé, phuong phap nay co thé bao gdm thém it nhét mot
budc nap lai nguyén liéu va thu hoach sau budc thu hoach 1an th ba bao gém db dﬁy
lai moi truong vao binh phéan tmg sinh hoc va nhén gidng virut trong khoang thoi gian
tr 1 dén 4 ngay va thyc hién budc thu hoach 13n th@ tu bang cich 14y mdi trudong ra
khéi binh phan tmg sinh hoc va phén 14p virut da nhén gidng ra khoéi do.

T6t hon, trong phuong php san xult ndy, tinh bdi nhieém (multiplicity of
infection-MOI) huéng dén nam trong khoang tir 0,01 dén 0,30 va cac té bao dong vat
¢6 v duge nudi ciy & mat dd nam trong khoang tir 7 x 108 dén 1,0 x 109 té bao trong

mot binh phan Gng sinh hoc c¢6 dung tich 3001. Cu thé hon, mét dd nudi céy té bao ¢o
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gia tri khoang 1,0 x 109 té bao trong mot binh phéan Gng sinh hoc dung tich 3001
Trong cac phuong an cu thé, MOI c6 gid tri khoang 7 x 108 hat virut.

Phuong phép nay co thd bao gdm viéc kiém soat ndng do dextroza trong moi
truong, trong d6 bude thu hoach lan thtt nhét dugc thuc hién vao ngay thw nhit khi

ndng d6 dextroza trong moi truong giam dén nho hon 0,1g/1.

Trong phuong phép san xut & quy md thuong mai, t6t hon budc thu hoach 1an
thit hai duge thuc hién sau khi nap lai méi trudng vao 1 hodc 2 ngay, va budc thu

hoach 14n thtr ba dugc thuc hién sau khi nap lai moi truong 1in thit hai tir 1 dn 4 ngay.

Theo cac phuong an cu th, moi trudng nudi cdy duge bd sung vao binh phan
Umg sinh hoc vao ngay bd sung dong té bao dong vét c6 vii va PRRS vao hodc vao
true ngay do. T6t hon, mdi trudong nudi chy dugc bd sung vao binh phan Gng sinh hoc
vao ngay trude khi bd sung dong té bao dong vat c6 v va PRRS. Nhiét dj cua binh
phéan mg sinh hoc dugc dat & gitra 34°C va 38°C.

Theo mot phuong an cu thé, moi truong nudi ciy chtra 5% thé tich/thé tich

huyét thanh bao thai bé da dugc chiéu xa.

Phuong phap nay cé thé dugc st dung dé san xuit PRRSV trén quy md thuong
mai, bao gdm nhung khong giéi han & PRRSV duoc chon tir 10 bao gdm chiing
PRRSV 94881 PRRSV 94881 dugc dua vao B suu tdp ching gidng vi sinh vat chéu
Au (European Collection of Cell Cultures-ECACC) ¢o s6 hiéu luu gitt ECACC
11012501 va ECACC 11012502 dugc dua vao ngdy 25 thang 1 ndam 2011 theo Hiép
uéc Budapest, ching virut VR 2332, Lelystad (Lelystad Agent (CDI-NL-2.91), hodc
cdc chung khac nhu ching duge dwa vao c6 s6 hiéu luu gitt ECACC 04102703,
ECACC 04102702, ECACC 04102704, s6 higu luu gitt CNCM 1-1140, s6 hiéu luu gift
CNCM 1-1387, s hiéu luu gitt CNCM 1-1388, ATCC VR 2332, VR 2385, VR 2386,
VR 2429, VR 2474 va VR 2402; CNCM I-1102, CNCM I-1140, CNCM 1-1387,
CNCM I-1388, hoic ECACC V93070108; ATCC VR-2332, ATCC VR-2368; ATCC
VR-2495; ATCC VR 2385, ATCC VR 2386, ATCC VR 2429, ATCC VR 2474 va
ATCC VR 2402, hoic bit ky thé hé sau ndo ciia mot trong cdc chung da dé cap & trén.

Sang ché cling dé& xuit phuong phéap san xuét ché pham chira PRRSV trén quy

mo thuong mai, trong d6 phuong phép nay bao gbm cic bude:
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a. gieo dong thoi té bao ddng vat c6 vi tiy y nhiém PRRSV va PRRSV vao

binh phan tng sinh hoc chira mdi truong phii hop cho sy phat trién cua té bao; va

b. thuc hién ba budc thu hoach lién tiép, trong d6 PRRSV dugc thu hoach sau

mdi 14n thu hoach thtr nhét va tht hai, méi truong lai dugce a6 déy vao, va trong do:

i. thuc hién budc thu hoach 1dn thir nhét vao ngay thi nhit ma ndng @6 dextroza

trong moi trudng giam dén nho hon 0,1 g/1;

ii. thyc hién bude thu hoach 14n tht hai sau khi bd sung mdi trudng vao sau

budce thu hoach thur nhét 1 hodc 2 ngdy; va

iii. thyc hién budc thu hoach Jin thir ba sau khi bd sung méi trudng vao sau
budc thu hoach thtr hai tir 1 dén 4 ngay. Phuong phép khac ciling bao gbm viée st
dung quy trinh x4y ra trong chai quay ma tuong dwong vé6i quy trinh trong binh phan
g sinh hoc dd mo ta & trén. Cu th& hon, sang ché @& cap dén phuong phép san xuéit
virut gdy hoi chimg rdi loan hd hdp va sinh san & lon (porcine reproductive and
respiratory syndrome virus-PRRSV) trén quy mé thuong mai, trong d6 phuong phéap
nay bao gbm cic bude: a) gieo ddng thoi moi trudng nudi ciy & quy md 16n cung voi
dong té bao dong vat c6 vl ma tliy y gay nhiém PRRSV vao trong chai quay va gay
nhiém té bao dong vat c6 vi voi PRRSV; b) nhén gidng virut trong khoang thoi gian
tir 5 dén 7 ngay sau khi gay nhiém; ¢) thuc hién bude thu hoach 1An tht nhit bang cach
14y mdi trudng ra khoi chai quay va phan 1ép virut da nhan gidng ra khéi do; d)
d6 day lai moi truong vao trong chai quay va nhén gidng virut trong thoi gian khoang
2 ngay; e) thyc hién budc thu hoach 1in thtt hai bang cach 1iy mdi trudng ra khoi chai
quay va phén 18p virut d& nhén gidng ra khéi do; f) d6 diy lai mdi trudng vao trong
chai quay va nhéin gidng virut trong khoang thoi gian 2 ngay va g) thuc hién budce thu
hoach 14n thir ba bang cach 14y méi truong ra khoi binh phan Gng sinh hoc va phén lap
virut da nhan gidng ra khoéi do.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& cap dén PRRSV MLV chtra PRRSV
duoc san xuit ra theo phuong phap dd mo ta ¢ déy dugc tao ché phim véi chit bd trg

hogc chit mang phu hgp dé phan phéi vao lon.
M6 ta vén tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién quy trinh ddng thoi dé san xuit PRRSV 94881 trén quy mo 16n.
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Fig.2 thé hién sy xé4c dinh va tién d6 cua quy trinh trong binh phan g sinh hoc
dung tich 3001

Fig.3 thé hién do chudn virut va dic trung dextroza trong ba quy trinh dong thoi

trong binh phan Umg sinh hoc dung tich 3001.

Fig.4 thé hién do chudn virut va dic trung glutamin trong ba quy trinh ddng thoi

trong binh phan tmg sinh hoc dung tich 3001.

Fig.5 thé hién do chun virut va dic trung DO trong ba quy trinh ddng thoi
trong binh phéan tmg sinh hoc dung tich 300L

Fig.6 thé hién két qua PCR thoi gian thye RT-PCT thé hién % nhiém tring

huyét trong co thé dong vat c6 v duge ching ngira vacxin voi PRRSV 94881.
Fig.7 thé hién quy trinh ddng thoi dé san xuit PRRSV 94881 trong chai quay.
Fig.8 thé hién sy xac dinh va tién do cua quy trinh xay ra trong chai quay.
M5 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuit phwong phap san xudt virut gdy hoi ching ri loan ho hép va
sinh san & lon (porcine reproductive and respiratory syndrome virus-PRRSV) con sbng
trén quy mod lon dé st dung trong san xuit vacxin va cac ché phim khéc. Trong
phuong phap san xuét dién hinh, virut phat trién trén dong té bao tuy ¥ nhiém PRRSV.
Tuy nhién, trong cac phuong phap chung nay dong té bao dugc phat trién dén hodc
gan dén murc nhap dong trudce khi nhiém PRRSV. Trong sang ché, tac gia da chung to
mdt cach dang ngac nhién ring dong té bao nay khong can phai dugc nudi cAy va phat
trién trude khi nhiém PRRSV, ma PRRSV va dong t& bao nay con co6 thé duogc dua
vao quy trinh canh truong t& bao mot cach dong thoi. Do d6 sang ché cho ra wu diém
dang ké trong viée tiét kiém thoi gian, chi phi va nguyén liéu khi virut dugc san xuét
ra nhidu trén quy mo thuong mai. Thudt ngit quy mo thuong mai dé cap dén thé tich
ctia canh truong té bao 16n hon 101 Vi du, quy md thuong mai d& cap dén quy mo san
xuit PRRSV sdng nam trong khoang tir 101 dén 30001. Theo phuong &n cu thé hon, thé
tich ndy ndm trong khoang tir 301 dén khoang 300L.

Phuong phap theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé san xuét ching PRRSV bét
ky, bao gbdm nhung khong gii han & chung PRRSV dugc dua vao Bo suu tap chung
giéng vi sinh vat co s6 hiéu luu gitt ATCC VR 2332, VR 2385, VR 2386, VR 2429,
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VR 2474 va VR 2402; CNCM 1-1102, CNCM I-1140, CNCM I-1387, CNCM I-1388,
hodc ECACC V93070108. Theo phuong én uu tién cu thé, phuong phép theo sang ché
duoc st dung dé san xuét ching PRRSV 94881 dugc Bioscreen GmbH, Mendelstrasse
11, 48149, Muenster, Germany dua va B9 suu tp ching gibng vi sinh vét chéu Au
(European Collection of Cell Cultures-ECACC), Porton Down, Salisbury, 30
Wiltshire, SP4 0JG, Great Britain, ¢ s6 hiéu luu gitt ECACC 11012501 (ching g6c)
va ECACC 11012502 (MSV da suy yéu qua nhiéu 14n cdy chuyén) dugc dwa vao B
suu tip chung gidng vi sinh vat chau Au vao ngay 25 thdng 1 nam 2011 theo Hi€p udc
Budapest, hodc bét ky thé hé sau nao cuia mot trong céc ching da d& cap & trén. Cac
virut phat tridn c6 thé 1a virut bat ky da dé cap & trén & dang giam ddc lyc cua ching.
Ngoai ra, cac virut nay co thé bi bién @i gen dé chira mot hoic nhiéu axit nucleic khac
loai ma ghi ma céc nhén t6 quyét dinh khang nguyén khéac cia mot hodc nhiéu bénh &

lon.

Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring c6 mot s6 dong té
bao tiy y bi nhidm PRRSV. Té bao, vi dy, céc t€ bao dai thuc bao tii phéi & lon nhu té
bao thu duoc tir cic t& bao MARC-145. Céc té bao khdc 6 thé bj nhiém PRRSV bao
gbm t& bao MA-104; té bao than chudt con (Baby Hamster Kidney-BHK); té bao
budng trimg chudt Trung Quéc (Chinese Hamster Ovary-CHO); va té bao than khi
«anh chau Phi khéc véi té bio MA-104 hodc t& bao MARC-145, nhu t€ bao VERO;
duge chuyén nap. Hon nifa, t& bao c6 thé 1a té bao phoi ciia lon da dugc lam thich nghi
véi sy phat trién 1au dai trong canh truong. Té bao chi phu hop cu thé 12 dong té bao
khi MA-104, t& bao Vero, hodc dai thuc bao tii phdi ¢ lon. PRRSV vu tién phat trién
trén dai thuc bao tii phéi (Wensvoort et al., 1991). Mot sb it dong té bao, nhu CL2621
va cac dong té bao khic duge tach dong tir dong té bao than khi MA-104 (Benfield et
al., 1992; Collins et al., 1992; Kim et al., 1993) cling nhay cam v6i virut ndy va c thé

dugc st dung trong phuong phép san xuét trén quy mo 16n nhu d3 mo ta & day.

Trong phuong phap vi du theo sang ché dugc thé hién trong vi du 1 dudi day dé
xuét quy trinh dong thoi dé san xuit PRRSV 94881 MLV. Trong khi quy trinh nay
dugc thé hién cho PRRSV 94881 MLV dé ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc
nay s€ hiéu rang quy trinh ndy c6 thé dugc st dung dé dang cho bat ky quy trinh san

xuit PRRSV trén quy md 16n nao khi cAn.
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Virut duge tao ra bang phuong phép theo sang ché co thé duge st dung trong
bit ky tmg dung nao ma hién nay st dung PRRSV. Theo phuong 4n cu thé, virut dugc

tao ra bang phuong phap mo ta & day dugc st dung dé bao ché PRRSV MLV,

Chung virut phét trién theo phuong phap theo sang ché c6 thé 1a virut PRRS
doc, virut PRRS giam doc lyc hodc virut PRRS tir thuc vét da bi bién ddi dé dua thém
cac dic tinh mong mudbn khac vao ching. Co thé thuc hién viéc nay bang k¥ thuat
nhan giéng va chon loc ¢b dién; nhu nhan gidng lién tuc trong té bao chii phu hop aé
dat dén kiéu hinh gidm doc lyc. Ngoai ra, cac ching nay bi bién dbi di truyén bang su
dot bién c6 hudng trinh ty axit nucleic trong hé gen cla cac chung nay bang kfl thuat
di truyén phii hop. Hé gen ctia PRRSV da duoc giai trinh ty hoan toan hodc mot phén
(Conzelmann et al., 1993; Meulenberg et al., 1993a, Murthaugh et al, 1995) va ghi ma,
bén canh ARN polymeraza phu thugc ARN (ORFs la va 1b), séu protein chu tric
trong do bbn glycoprotein vo ¢ tén 1a GP2 (ORF2), GP3 (ORF3), GP4 (ORF4) va
GP5 (ORFS5), protein mang khong glycosyl hoa M (ORF6) va protein nucleocapsid N
(ORF7) (Meulenberg et al. 1995, 1996; van Nieuwstadt et al., 1996). Dic trung mién
dich va sy giai trinh tu nucleotit ciia chung PRRSV typ chiu Au va Hoa Ky da xéc
dinh su khéc biét nho vé khang nguyén trong ching PRRSV trong protein virut chu
trac (Nelson et al., 1993; Wensvoort et al., 1992; Murtaugh et al., 1995).

Thuc vy, virut vi du dugc phat trién theo sang ché 1a virut PRRSV 94881.
Trong khi chiing bi giam doc lyc duge phat trién bang cach sit dung phuong phéap da
mo ta & day, virut nay cd thé 1a virut PRRSV 94881 ma dugc tao thanh virut kham
trong d6 khung ctia virut PRRSV 94881 c6 s6 hiéu luu gitt ECACC 1a 11012502 hodc
ctia ching gbe duge dua vao ¢6 s6 hiéu lwu gitt ECACC la 11012501 bi bién dbi dé
thay thé trinh ty ndi sinh cua mdt hodc nhidu ORF 1a, ORF 1b, ORF 2, ORF 3, ORF 4,
ORF 5, ORF 6, hodac ORF 7 bing ORF twong tng clia ching virut PRRS khac. Vi du,
chiing khéc cua virut PRRS ¢6 thé 13 ching chiu Au khac nhu ching virut Lelystad
(Lelystad Agent (CDI-NL-2.91), hodc cac chung khac nhu chung dugc dua vao co sb
hiéu luu gift 1a ECACC 04102703, ECACC 04102702, ECACC 04102704, s6 hidu luu
gitt CNCM 1a 1-1140, s6 hiéu luu gitt CNCM la I-1387, s6 hiéu luu gitt CNCM 1a I-
1388, ATCC VR 2332, VR 2385, VR 2386, VR 2429, VR 2474 va VR 2402; CNCM
1-1102, CNCM I-1140, CNCM 1-1387, CNCM I-1388, hodc ECACC V93070108 hodc
¢6 thé 12 chiing Hoa Ky nhu virut PRRS Béc My, pT7P129A; ATCC VR-2332, ATCC
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VR-2368; ATCC VR-2495; ATCC VR 2385, ATCC VR 2386, ATCC VR 2429,
ATCC VR 2474 va ATCC VR 2402.

K§ thuat tai t6 hop dé tao ra trinh tu bién ddi da duoc nguoi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay biét 16 va thuong st dung ban sao ADN b sung c6 chidu dai
dly du (dong lay nhiém) ciia hé gen virut ma sau d6 c6 thé bi bién ddi bang phuong
phép tai td hop ADN va phuong phép thao tac (nhu dot bién dinh huéng vi tri, v.v.).
Theo cach nay, vi du, vi tri khang nguyén hodc déc diém enzym cua protein virut c6
thé bi bién d6i. Dong ldy nhiém cia chung virut PRRS trong hé gen chau Au va Bic
M§ di duge bdo cdo trong tai ligu nay va co thé duoc phat trién bing cach st dung

phuong phap theo sang ché.

Tét hon, vacxin theo sang ché 1a vacxin sdng bi bién ddi chira mot hogc nhiéu
ching niy van con sbng trong chit mang phu hop, nhung virut da bi bat hoat c6 thé
duge st dung d8 bao ché vacxin chét (killed vaccine-KV). MLV dugc bao ché ché
phdm dién hinh @& cho phép st dung tir 10’ dén 107 hat virut trong mot lidu, tot hon tir
103 dén 10° hat trong mot lidu, tot hon nita tir 10* dén 10° hat trong mdt liéu (4,0-5,0
logio TCIDsg). KV c6 thé duge bao ché ché pham dya trén do chuén da bi bit hoat
trude chira tir 10° dén 1010 hat virut trong mot liéu. Vacxin nay ¢6 thé chira chit mang
dugc dung, vi du dung dich mubi sinh ly. Vacxin nay c6 thé chira chit b trg hodc
khong chira chit bd tro. Vi du v& chit bd trg phit hop 13 o-tocopherol axetat c6 thé c6
duoc dudi tén thwong mai Diluvac Forte®. Ngoai ra, ¢ thé str dung chit bd trg chra

phén.

Lon c6 thé bj nhiém PRRSV qua con duong mili-miéng. Virut trong phdi bi dai
thuc bao tai phdi bét gitt va trong d6 sy tai ban té bao cia PRRSV dugc hoan thanh
trong thoi gian 9 gid. PRRSV di tu phdi dén hach lympho trong phdi trong thoi gian
12 gid va dén hach lympho ngoai bién, tiy xwong va 14 lach trong thoi gian 3 ngay. 0
céac vi tri nay, chi mot s it chung té bao duong tinh v6i khang nguyén virut. Virut nay
& trong méu trong it nhit 21 ngay va thudng lau hon. Sau thoi gian 7 ngdy, tim thy
khang thé cho PRRSV trong mau. Sy c6 mat clia ca virut va khang thé trong lon bi
nhidm PRRS thé hién ring sw nhiém virut ¢6 thé tiép tuc trong mot thoi gian dai, mac
du & mac dd thip, du cho c6 mat khang thé. Trong vong it nhét 7 tudn, mat do cua té

bao tai phdi trong phdi khac véi trong phdi SPF binh thudng.
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Vacxin c6 thé dugc thé hién & dang ché phim dong lanh chua virut sbéng, duoc
hoan nguyén bang dung méi, tao ra dung dich dé tiém. Do d6, sau cac budc thu hoach
theo sang ché, virut c6 thé dugc thu gom lai va duge sdy déng kho. Dung moéi c6 thé
1a, vi du nuéc, nudce mubi sinh 1y, hodc dém, hodc dung mdi chét bd trg. Dung moi cb
thé chira chit bd tro, vi du a-tocopherol axetat. Sau do, vacxin dé hoan nguyén c6 thé
dugc ti€ém vao trong co thé lon, vi du, tiém trong co hodc trong da vao cd. Pé tiém
trong co, ¢O thé tiém 2ml, dé tiém trong da c6 thé tiém 0,2ml. Theo khia canh khéc,
sang ché d& xuét vacxin, dugc chira trong cac vét chira riéng biét, ché phim siy dong
kh6 chira virut va dung mdi dé hoan nguyén, va tiiy y chira thém to gidy in roi chia
hudng dan st dung.

Vacxin bao ché tr virut duoc tao ra theo phuong phap trong sang ché khong chi
chira mdt hodc nhiéu ching da d& cap & trén, ma con co thé chira thém c4c thanh phan
khac c6 hoat tinh chéng lai PRRS hodc cac bénh do virut hodc vi khuén & lgn khac,
nhu virut circovirus & logn hogc virut gay sét lon ¢b dién. Do do, sang ché dé cap dén
vacxin nhu da mo ta, khéc biét & chd trong vacxin nay chira it nhéit mot khang nguyén
c6 hoat tinh khéang lai bénh & lon ma khong phai 1a PRRS. Hon nita, vacxin nay c6 thé
chtta cac chét bd trg duge dung hodc dung dugc trong tha . Chét bd trg d6 12 a-
tocopherol. Do dé, vacxin mdi, cu thé, vacxin virut PRRS chtta PRRSV 94881 c6 thé
duoc cai thién thém bing cich bd sung chit bd tro vao. Su cai thién nay bao gém viée
bao ché vacxin trong td hop voi chit bd tro dé nang cao hiéu qua cla vacxin dé co dap
tg/hiéu qua 1am sang t6t hon khi st dung t6 hop cua chit bd trg va vacxin ndy so véi
khi chi st dung mdt minh vacxin. Vi du, vacxin theo sang ché c6 thé bao gdbm vacxin
virut PRRSV 94881 va chét bd tro dugc chon tir 16 bao gdm MCP-1, céc phén doan
Haemophilus sonmus, Carbapol™ va td hop cia ching. Theo mot s phuong én,
vacxin virut bao gém vacxin virut PRRSV 94881, ma cé thé 13 vacxin tiéu don vi tai td
hop hodc co thé 13 vacxin virut séng giam doc lyc. Mot vi du v& vacxin sdng 13
Ingelvac®PRRS MLV va PRRSV 94881 c6 thé dugc bao ché theo cach tuong ty voi
Ingelvac®PRRS MLV.

Ngoai cac thanh phan & trén, vacxin c6 thé chtra thém cac thanh phan khéc
mién 13 c4c thanh phan khic ndy khong lam anh huong dén dic tinh cla chit bd trg
MCP-1, cac phan doan Haemophilus sonmus, Carbapol™ hogc carbomer khac hodc

vacxin virut co s&. Cac thanh phan khac nay bao gbm, vi dy, chit két dinh, chét tao
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mau, chit 1am kho, chét khir tring, chét thAm u6t, chét dn dinh, chét bd tro, chit bam
dinh, chit lam mém déo, chét dinh, chét gay léng, nguyén li€u dép, bazo md, chit loai
bd keratin, co chét bazo, chit hoat hoa hép thu, axit béo, este cua axit béo, ruou bac
cao, chét c6 hoat tinh bé mit, nude va chét dém. Cac thanh ph?m khac ma dugc uu tién
14 chét dém, bazo md, axit béo, chét khtr tring, co chéit bazo hoic chéit ¢6 hoat tinh bé

1%

mat.

Ham lugng hodc luong chét bd tro sir dung theo sang ché c6 thé thay d6i va ¢
thé dugc xéac dinh bang cach xem xét vi dy, hoat tinh cla vacxin virut PRRS st dung,
va dang bao ché. Chét bd trg c6 thé chiém, vi du tr 1 dén 100% trong lugng. Ché
phim chira PRRSV 94881 theo séng ché duoc san xuit ra bang cach chi tron 14n thanh
phén chit bd trg va thanh phan vacxin virut véi nhau, hodc trdn cting voi cac thanh
phén khic khac nhau. Ché phdm nay c6 thé 1a ché phdm ma vacxin virut va chét bd trg
cung ¢ trong mot ché phdm hoic, chit bd tro va vacxin & trong cac ché pham riéng

biét c6 thé duoc sit dung ddng thdi hodc 1an luot.

Thanh phﬁn chét bd tro nay c6 thé duoc st dung tach biét v6i vacxin virut khi
st dung cho co thé. Ngoai ra, chit b tro theo séng ché, ciing v6i vacxin virut, c6 thé
duge st dung nhu 12 mdt vacxin don. Vacxin virut c6 thé 12 bat ky vacxin virut ndo.
Phuong an cu thé hon bao gdm viéc st dung vacxin virut PRRS chira PRRSV 94881.
Hon nita, vacxin nay co thé duoc két hop v6i cac vacxin khac nhu Ingelvac® PRRS
MLV va/hodc Porcilis® PRRS. Day chi don thudn 13 vacxin virut PRRS vi du va céc

vacxin khéc nay c¢6 thé dwgc tao huyén phi véi céc chat bo trg da mo ta & day.

Ché phdm gy mién dich md ta & ddy c6 uu diém cu thé trong san xuét khang
thé dap tng lai virut PRRS. Cu thé, sang ché thd hién ring viéc st dung cac chét b tro
cu thé, va cu thé 13, MCP-1, 1am ting cudng dap g mién dich véi virut PRRS khi st
dung két hop chit bd trg va vacxin virut PRRS so véi khi chi st dung mdt minh
vacxin. Viéc st dung nay thé hién 1am giam b6t mirc 40 nghiém trong cua cac triéu
chimg 14m sang, nhu tdn thuong phéi, chan #n, ddi mau da, hon mé, céac d4u hiéu ho
hép, lon bi kho héo, ho, tiéu chay va su két hop cua céc triéu chimg nay, do bi nhiém
PRRSV. Qua thyc vy, quan sat thiy sy giam muc do nghiém trong cla cac tricu
ching 1am sang do nhidm virut PRRS khi st dung két hop vacxin va chit bd tro 1a
nhidu hon so véi sy giam mtrc dd nghiém trong ctia céc triéu ching d6 khi chi st dung
mdt minh vacxin ma khong c6 chét bd trg.
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Do d6 ché phim nay nang cao dang ké hiéu qua 1am sang trong céc con vat bi
bénh so v&i hidu qua khi chi sit dung mdt minh vacxin virut PRRS. Trong cac phuong
4n cu thé, hiéu qua 14m sang dugc néng cao 1a sy giam phﬁn tram bi tén thuong phéi
so voi cac con vat khong dugc nhin ché phdm gay mién dich két hop v6i chét bb tro
da ndi. Trong cac phuong an cu thé, hiéu qua 1am sang dugc néng cao la sy giam phén
trim bi tdn thuong phdi so véi cac con vét khong dwoc nhén ché phdm gy mién dich

két hop vé6i chét bd trg da noi.

Do d6, theo mot khia canh, sang ché dé cép dén vacxin dugc cai tién, cu thé
hon 13 vacxin virut PRRS dugc cai tién, trong d6 sy céi tién nay bao gém viéc tron 13n
vao vacxin virut mot chit bd trg duoc chon tir 16 bao gém MCP-1, cac phan doan
Haemophilus sonmus, carbapol va td hop ctia chung. Vacxin theo sang ché c6 thé chira
thém chit mang dugc dung. Hon nita, vacxin ¢ thé chira thém céc thanh phan hoat
tinh khac bao gdbm HS, ORF 5, INF alpha, Poly ICLC, IL-12 dé ting cudong thém chic
ning cua vacxin PRRS. Cac chét bd trg niy c6 thé dugc bd sung vao mot minh hodc

trong t6 hop véi MCP-1.

Vacxin theo sang ché c6 thé dugc bao ché theo bat ky phuong phép bao ché da
biét nao trong tinh trang k¥ thuat, vi du, duoc bao ché thanh dang bao ché long, huyén
phu, thudc md, bot, thubc xtrc ngoai da, nhii twong W/O, nhil twong O/W, nhil twong,
kem, thubc dép, miéng dép va gel va uu tién dugc st dung lam thudc. Do @6, theo khia
canh khéc, sang ché d& xuét dugc phdm chia thanh phén vacxin & trén. Vacxin theo
sang ché, khi st dung cho da, c6 thé gay san sinh ra khang thé mot cach déang ké. Do
d6, theo mot phuong &n wu ti€n, sang ché @& xuét vacxin c6 thé dugc bao ché & dang

ché phdm 4p da.

Hon nita, nhu md ta & trén, virut va chét bd trg theo sang ché c6 thé dugc dung
cho co thé, cling v6i nhau 1a vacxin don, hogc 1a ché phém chét bd tro tach biét va
khac biét vai thanh phan virut PRRS khang nguyén cia vacxin, nho d6 chit bd tro
hoat dong theo céach dé luong khang thé dugc sinh ra trong co thé dap tng lai véi
vacxin virut PRRS ¢o thé ting dang ké so voi khi chi ding mét minh vacxin virut
PRRS. Do d6, theo phuong an khéc nita, sang ché d& xuét phuwong phép lam ting
lugng khang thé sinh ra chéng lai virut PRRS, trong d6 phwong phap nay bao gbm
bude dua vao co thé sinh vat lwong vacxin virut PRRS c6 hi¢u qua gy mién dich va
chit bd tro dugc chon tir 16 bao gdbm MCP-1, phan doan Haemophilus sonmus,
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carbapol va td hop ctia chung & dang don 1¢é hodc trong td hop véi thanh phén khéic
dwoc chon tir 16 bao gdm HS, ORF 5, INF alpha, Poly ICLC, IL-12 va cac t5 hop ciia

chiing, v6i lugng ¢6 hiéu qua hd trg mién dich ddng thdi hogc 1an lugt.

Khi chat bd trg va vacxin virut PRRS dugc dua vao co thé sinh vat, két qua lam
sang & dong vat dugc tang 1én. Luong c6 hiéu qua ctia chét bd tro va lugng c6 hiéu
quéa gdy mién dich cta vacxin virut PRRS ¢6 thé dugc xac dinh mot cach pht hop béi
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay bing cach xem xét, vi du, loai va dic
diém cua chét khang nguyén, loai sinh vat, do tudi, trong luong co thé, mc d6 nghiém
trong ctia bénh, loai bénh, thoi gian ding va phuong phap dung va st dung thém luong

khang thé sinh ra khang lai chét khang nguyén trong co thé sinh vt nhu 1a mot chi sd.

Vacxin virut PRRS, chit bd tro hoic td hop cia ching ¢ thé dugc dua vao co
thé sinh vat bang phuong phap bét ky phu hgp duge chon phu thudc vao, vi du, tinh
trang bénh 1y cta bénh nhan va dac diém ciia bénh. Vi du v& cac phuong phép nay bao
gbm, ding qua mang bung, ding qua da (vi du, tiém dudi da, ti€ém bép va tiém trong
da), dua qua dudng miii, dung duong udng, ding qua niém mac (vi dy, dung dudng
tryc trang, dung duong 4m va ding dudng giac mac). Trong sb cac phuong phap nay,

t6t hon 1a tiém bip.

Lidu lugng tri liéu vi du cia PRRSV MLV la khoang hai mililit (2ml). Nguoi
c6 trinh d0 s& nhan ra ring lugng lidu lwong nay cd thé thay dbi dua vao noi gibng,
kich ¢& va cac yéu t6 vat 1y khac cia timg chu thé, ciing nhu ché phdm cu thé cta
PRRSV MLV va dudng dung. Tét hon 13, PRRSV MLV duogc sir dung & dang lidu
don; tuy nhién, cac 1idu b sung cling c6 thé dugc str dung. Hon nita, ngudi c6 trinh do
trung binh trong linh vyc k§ thuat ndy s€ nhén ra rang lidu lugng va s6 lidu bi anh
huong boi do tudi va tinh trang co thé cta lon, cling nhu cic xem xét thong thuong

khéc trong cdng nghiép va tinh trang bénh ly cu thé khi st dung PRRSV MLV.

Theo cac phuong an khéc, vacxin co thé 1a vacxin da gia gbm c6 hai hodc nhiéu
virut PRRS, trong do it nhit mdt trong cac virut PRRS la virut 94881 dugc lam giam
doc lue v6i 6 hiéu luu gitt ECACC 1a 11012502, Virut PRRS khéc c6 thé 1a mdt hode
nhiéu ching dugc chon tir 16 bao gdm ching PRRSV dugc dua vao voi s6 hiéu luu gitr
1a chung virut Lelystad (Lelystad Agent (CDI-NL-2.91) hogc cac ching khéc nhu
chung dugc dua vao co sé hitu luu gitt ECACC 04102703, ECACC 04102702,

-15-



20925

ECACC 04102704, s6 hiéu luu gitt CNCM I-1140, sb hidu luu gitt CNCM 1-1387, s6
hiéu Iuu gitt CNCM I-1388, ATCC VR 2332, VR 2385, VR 2386, VR 2429, VR 2474
va VR 2402; CNCM I-1102, CNCM I-1140, CNCM 1-1387, CNCM 1-1388 hoic
ECACC V93070108 hoic thuc t& c6 thé 1a ching U.S. nhu virut PRRS Béc MY,
pT7P129A; sé hiéu luu gitt ATCC VR-2332, s6 hiéu luu gitt ATCC VR-2368; ATCC
VR-2495; ATCC VR 2385, ATCC VR 2386, ATCC VR 2429, ATCC VR 2474 va
ATCC VR 2402.

Vacxin chita virut PRRS ¢6 thé duoc sit dung dé ching ngira cho c lon nai va
lon con. Theo mdt khia canh cua sang ché, ché d6 lidu luong cu thé duoc lva chon dua
trén d6 tudi va khang nguyén duoc lya chon dé st dung. Diéu nay s& cho phép céac con
lon & bét ky do tudi ndo déu nhan duoc lidu lugng c6 hidu qué nhét dya trén phat hién
cta sang ché rang sy nhiém PRRSV (tir ca sy phoi nhiém kiéu dai va ching ngira) 1o
rang 13 nhanh hon & dong véat 16n tudi hon. Do @6, theo mot s6 khia canh, viéc ching
ngtra cho céc con vat 16n tudi hon dugc wu tién, nhung viéc ching nglra cho cac con
lon it tudi, bao gdbm con lgn ba tudn tudi va it hon giup gly ra sy mién dich chu dong
va van rét co lgi. Do tudi ctia con vat co thé 1a yéu td quan trong trong viéc kiém soét
PRRS va ¢6 thé 14 yéu t6 anh hudng dé su chuing ngtra va su phat trién cta dap ung
mién dich hiéu qua. Do d6, do tudi, su kiém so4t bénh, nganh chin nudi va mién dich
tu nhién va chu dong la rit quan trong va can dugc xem xét trong chién luoc kiém soat
bénh.

Vacxin PRRSV 94881 ¢6 thé duoc dung ¢ dang thong thudng bét ky va trong
mot s phuong phap wu tién ding la duong mii. T6t hon 13, vacxin PRRSV dugc dung
cho ra céc lgi ich ciia n6 trong vi€e didu tri hodc 1am gidm mirc d6 nghiém trong hodc
tac dong dén su nhiém PRRSV sau mot lidu don, nhu Ingelvac®, tuy nhién, néu cac
khang nguyén khic hodc td hop hodc vacxin da gia dugc lya chon, nén hiéu ring
ching c6 thé dugc st dung & dang thong thudng, ma cd thé bao gdm mét hogc nhidu
lidu b sung sau 1An st dung dau tién. Ngudi c6 trinh d9 trung binh trong linh vgc nay
s& ¢6 thé xac dinh cdc muc lidu luong phu hop dua trén vacxin PRRSV dugce lva chon

va pham vi d0 tudi ciia con vat ma khang nguyén dugc dua vao do.
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Vi du thye hién sang ché
Vidu 1:
Vi du vé viéc san xuit PRRSV 94881 MLV trén quy mod 16n

Quy trinh san xubt PRRSV 94881 trén quy md 16n trong binh phin ung sinh
hoc dung tich 3001 str dung cac té bao MA104 & gitta 64 dén 84 14n cdy chuyén. Cac té
bao nay dugc phat trién trong cac chai quay 850cm? (Corning). Céc té bao dugc nudi
chy dong thoi bi nhidm virut trong binh phan ng sinh hoc suc khi dung tich 3001
Trong quy trinh nudi cdy, ndng do dextroza/lactat trong mdi truong dugc kiém soat

theo g/1. Khi thu hoach chit léng dugc 14y ra va cac mau virut dugc gitt lai.

Thanh phan moi trudong nhu dugc thé hién trong bang sau:

Thanh phan S6 lugng

Huyét thanh bao thai bo 5%

Phéng xa gama

MEM khong ¢6 bdt do phenol 9,6g/1

Neomyxin sulfat 30mg/1

Natri bicacbonat 1,4g/1

Axit clohydric Diéu chinh pH B

Mbi trudng MEM khong co do phenol, neomyxin va 1,4g/l natri bicacbonat
duogc chudn bi va duge loc. FBS dugc bd sung vao moi truong ddng thoi véi moi
truong dé dwa vao binh phan Gng sinh hoc. Lugng neomyxin bd sung vao dugc tinh

toan bang: thé tich(1) x 30mg/l + ham lugng (mg/g bazo).

Quy trinh dé phat trién PRRSV 94881 bao gom nudi cdy té bao AK MA104
trong binh phén tng sinh hoc va gay nhidm déng thoi té bao voi hat virut PRRSV
94881. Fig.1 th hién quy trinh dong thi. Fig.2 dé xuét tién do6 cta quy trinh dong thoi
trong Fig.1.

Trong quy trinh ddng thoi, mot thé tich mdi trudong 1a 2701 duge loc vO trung
~ vao binh phan Gng sinh hoc. M6i trudng nay duoc bd sung vao binh vao ngay bd sung
té bao va huyét thanh vao hodc vao trude ngay d6. Néu mdi truong dugce bd sung vao
binh phan Gng sinh hoc vao ngay trudc khi bd sung té bao va huyét thanh, bd diéu

khién nhiét do cAn duoc kich hoat dé mdi truong duge gift & nhigt d6 35°C, pH © ché
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d6 diéu khién dé pH dugc gitt ¢ 7,25 £0,1 va ché d6 kiém soat va khudy tron DO & tbc
do 35 vong/phut. Vao ngay bd sung té bao va huyét thanh bao thai bo da dugc chiéu xa
(irradiated fetal bovine serum-IFB S), bd didu khién nhiét o duoc dit & nhiét do 36°C.
IFBS dugc bd sung vao binh phan tng sinh hoc sau khi bd sung moi trudng va trudc
khi gieo hat cac té bao. Nong d6 mong muén cta IFBS 1a 5% thé tich/thé tich, ma
trong 2701 thé tich ¢6 14,01 thd tich IFBS trong mot binh phan tng sinh hoc.

Thuc hién trong ba binh phan tmg sinh hoc tron co dung tich 3001. Cac thong sd
trong binh phan tng sinh hoc 1a: nhiét d6 & 36°C, pH & 7,25 trong ché do didu khién,
b5 kiém soat va khudy tron DO & toc do 35 vong/phut. Bang 3, 4 va 5 thé hién dit liu
ghi lai cho %DO tir OIT, dextroza va Lactat tir YSI, va pH va L -glutamin tur NOVA.
Do chuin PD chi d8 tham khao. PO chuin QC 1a do chuén chinh thirc.

Bang 3. Két qua chay 16 001PD-X trong binh phan g sinh hoc dung tich 3001
ngay |pH %DO | Dextroza | Lactat | Gln do do Binh luan
g/l g/l mmol/l | chuan | chuan
PD QC
YSI YSI NOVA | TCID50 | TCID50
-1 724 | 168 |N/A N/A | N/A N/A N/A Ct11 co
moi
trudng
0PI 7,2 92 N/A N/A | NA N/A N/A N/A
1PI 726 |168 |1 0,073 |2,63 3,67 N/A N/A
2PI 7,25 |83 0,95 0,12 2,36 4,9 N/A N/A
3PI 7,23 |74 0,742 0,262 |2,14 5,88 N/A N/A
4P1 7,24 | 63 0,408 0,58 1,72 6,45 7,0 N/A
5PI 7,06 |30 0,044 0,921 | 1,19 6,50 7,3 Kiém
soat DO
6PI 7,25 |30 0,011 0,902 |0,74 6,38 6,7 trong
| 7P1 7,24 |30 0 0,855 (0,49 7,40 7,4 duc

Bang 3 thé hién két qua cua 16 001PD-X trong 7 ngay nhidm. Cac mau dugc ldy
hang ngay va két thic chay vao ngay 7PL pH dugc ddt & 7,25 va dugc gitt nguyén
trong khi chay ngoai trir ngay 4PI khi pH giam xubng duéi 7,0. Vao ngay 4PL, glucoza

giam xubng 0,4 tir 0,74 clia ngay trude do, glutamin bit ddu dugc tidu thu va do chuén
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bét dau di 1én khoang mdt log. Do chuin dinh duoc quan st vao ngay SPI khi glucoza
dugc tiéu thu toan bod (<0,1 g/l). Ciing vao ngay SPL, DO giam xudng 30% va bit dau
didu khién dé tranh DO giam xudng khong qua dém. Ngay 6PI d¢ chuin gidm va sau

do tang dén 7,4 vao ngay 7PL M3u bj duc vao ngay 7 PL.

Bang 4. K&t qua chay 16 002PD-X trong binh phén Gmg sinh hoc dung tich 3001

ngay pH %DO | Dextroza | Lactat | Gln do do Binh luén
g/ g/l mmol/l | chuan | chuén
PD QC
YSI YSI NOVA | TCID50 | TCID50

-1 7,27 | 116 N/A N/A | N/A N/A N/A Moi 7
truong bo
sung vao

OPI 72 |83 1,04 0 NA |NA |NA |TE
bao/huyét
th’anh/hat
b0 sung
vao

1PI 725 |75 1,01 0,073 | 1,64 3,88 n/a N/A

2P1 725 |74 0,954 0,105 | 1,73 5,5 n/a N/A

3PI 7,24 |70 0,762 0,223 | 141 5,93 6 N/A

4P1 7,19 |60 0,409 0,561 | 1,25 6,62 6,5 N/A

5PI 7,21 |30 0,005 0,881 |0,9 6,79 7,5 Thu
hoach-1

ROPI 7,24 | 116 0,001 0,858 | 0,64 N/A N/A Dau do N

(re-fed) DO bi 16i

R1PI 6,99 |116 0,247 0,726 | 1,38 7,13 7,5 N/A

R2PI 7,15 | 116 0,0 0,894 | 0,95 7,06 7,0 dextroza
1a khong
co

R3PI 7,13 | 116 0,0 0,865 |0,66 6,69 7,5 trong

R4PI 7,13 | 116 0,0 0,819 | 0,21 7,52 7,5 trong

R5PI | 7,13 |116 0,0 N/A 0,1 7 7,3 Mot 5O
van duc

Béng 4 thé hién két qué tir 16 002PD-X(ROP1 12 diem tai d6 canh trudng duge

nap vao lai). Dua vao két qua do chuin tir 16 001PD-X, ngay thu hoach dugc dit ¢
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ngay SPI. L6 002PD-X céc ngay tur 1PI dén 5PI pht hop v6i 16 001PD-X. Binh phan
ting sinh hoc dugc thu hoach va sau d6 dugc nap lai nguyén li¢u vao ngay SPI. Duong
tdng trudng trong 1in thu hoach II dugc thiét 1ap. Cac mau dugce 14y hang ngay trong 5
ngay. Dextroza dugc tiéu thu hoan toan vao ngay R2PL. Do chudn & dinh trong 5 ngay
(thay ddi 0,5 log trong sai sb thtr nghiém). Glutamin dugc tiéu thu hoan toan vao ngay
RS5PIL. Dau do DO giam sau khi nap nguyén liéu lai vao. Cac mac DO khong thé do
duoc (hdu hét gan bang khong). Vao ngay R4PI cac té bao van bi giit lai do miu trong
chai con trong. Vao ngay R5PI, quan sit dugec mot sb véin duc & chai mAu thé hién

rang céc t€ bao co thé bat dau bi bong ra.

Bang 5. Két qua chay 16 003PD-X trong binh phén mg sinh hoc dung tich 3001

ngay pH %DO | Dextroza | Lactat | Glutamin | 4§ do Binh
g/l g/l mmol/l | chuin | chuan |luan
PD QC
YSI YSI NOVA | TCID |TCID
50 50
0PI 7,49 |78 N/A N/A | N/A N/A |[N/A |NA
1PI 7,25 |69 0,987 0,078 |2,05 4,38 4,7 Kiém
soat
DO/diéu
khién
pH
2PI1 7,23 |66 0,935 0,107 |19 5,13 5,7 N/A
3PI 7,22 160 0,783 0,221 | 1,71 6,2 6,5 N/A
4P1 7,29 |53 0,453 0,519 | 1,45 6,36 6,6 N/A
5PI 7,1 30 0,049 0,899 |1,17 6,36 7,0 Thu
hoach-I
0PI 7,19 |71 N/A N/A |NA N/A |[N/A |Kiém
(refeed) soat DO
R1PI 6,98 18 0,305 0,702 | 2,69 7,26 7,3 N/A
R2PI 723 |7 0,0 0917 | 1,82 6,85 7,5 Thu
hoach-II
OPI 27 |721 |74 N/A N/A | NA N/A |N/A |NA
refeed
2R1PI 6,91 13 0,097 0,853 | 1,69 7,0 7,5 Kiém
soat DO
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& 10%
2R2PI 7,19 |3 0,0 0,883 | 0,82 7,2 7,3 Kiém
soat DO
2R3PI 7,17 |2 N/A N/A 0,42 7,46 7,5 duc
2R4PI 7,24 18 N/A N/A 0,22 7,0 7,5 DO tang
2R5PI 7,24 | 47 N/A N/A 0,13 6,68 7,0 duc
2R6PI 7,22 |62 N/A N/A 0,06 6,5 7,0 duc
2R7PI 7,24 |68 N/A N/A 0,04 6,36 6,2 duc

Béng 5 thé hién két qua tir 16 003PD-X. Dua vao két qua d9 chuan tir 16 002PD-
X, ngay thu hoach II dugc dat & ngay 1PI hodc 2PL Quyét dinh thu hoach chét long
vao ngay 2PI dé cho ra tinh linh dong trong san xuét. DPuong cong phat tridn cho lan
thu hoach III dugc thiét 1ap trong 7 ngay. Céc mAu dugc 14y hang ngay. Dextroza dugc
tiéu thu hoan toan vao ngay 2R2PI. Do chudn ¢ dinh trong 4 ngdy va sau d6 giam
xubng 7,0 trong 2 ngdy (thay d6i 0,5 log trong sai s6 thtr nghiém nay), sau do giam
xubng 6,2 vao ngdy 7PI. Glutamin dugc ti€u thu hoan toan vao ngay 2R5PI. Khong
didu khidn DO vao ngay 2R2PI @& kiém sat sy chét cia t€ bao.

Giai doan thu hoach I dé nhan gidng virut trén quy md 300L:

Duong cong phat trién cho 1an thu hoach I (16 001PD-X) thé hién ring cac hat
virut tiép tuc phat trién dén ngay 7PI du cho dextroza di dugc tiéu thu hoan toan (<0,1
g/l) vao ngay 5PI. Su tiéu thy glutamin bit ddu khi dextroza con khoang bing mot nira
ndng dd ban ddu 1a 1g/l (ngay 4PI), va sau d6 sau khi dextroza da duogc tiéu thy,
glutamin duong nhu la ngudn nang lugng chinh. Su mau thuén khi doc glutamin trong
2 dén 3 ngay dau co thé do su thay dbi bét thudng trong thiét bi NOVA do mdi truong
chi chira 2mmol/l. Mtic DO giam trong sudt su chuyén hoa dextroza/glutamin va sy

nhéan giong virut.

Dong luc cia sy nhéan gidng virut @8 xuét thu hoach virut vao 5 dén 7 ngay PL
Su bién dbi trong do chudn QC & gifta ngay 4 PI va 7 PI & trong sy bién d6i cta thir
nghiém (£ 0,71 logs/ml). Tiéu chudn thu hoach I 1 thoi gian khi dextroza dugc tiéu
thu hoan toan (0,1 g/I) ma phu hop véi dit liéu 31 (Study# 6127-1310-09K-198). Do
do, viéc do gian tiép dextroza bat dau tir ngay 4 PI 1a can thiét @ thu duogc cac muc

dextroza. Bang 3 thé hién ring virut PRRSV 94881 6n dinh trong 3 ngay (5 dén 7 ngay
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PI) trong binh phéan g sinh hoc 3001 sau khi dextroza bi tiéu thu hét. Tuy nhién, néu
14n thu hoach thtr hai dugc thyc hién, dua trén két qua tir bang 4 va 3, dé xuit réng lan
thu hoach I dugc thyc hién vao ngay thir nhét khi ndng do dextroza <0,1 g/l (sir dung
thiét bi YSI) dé dam bao té bao bam vao 10 xo (vat mang) trong binh phan ng sinh

hoc.
Giai doan thu hoach II d nhan gidng virut trén quy md 300L:

Véi 16 002PD-X va 003PD-X, sau khi thuc hién 1an thu hoach I vao ngay 5PI,
moi treong madi va 5% huyét thanh dugc bd sung vao dé sinh ra chét 16ng virut cho lan
thu hoach tht hai (bang 4 va 5). Méi truong MEM (270-280L) c6 IFBS (5% thé
tich/thé tich) dugc bd sung vao binh phan tng sinh hoc theo cing quy trinh nhu dé chi
ra khi bd sung nguyén liéu thu hoach 13n tht nhét vao. Puong cong phat trién ctia 1an
thu hoach II duoc thuc hién trong 5 ngay ¢ 16 002PD-X va thu dugc dd chuén dinh vao
ngay 1 sau khi nap lai nguyén li¢u vao (xem bang 4). D chudn 8n dinh trong 4 ngay.
D9 chudn virut vao ngay 1 sau khi nap lai nguyén liéu vao duge so sanh véi d6 chuén
cta 14n thu hoach thir nhit (bang 2). Dextroza bi ti€u thu hoan toan vao ngay 2 PI. Co
thé st dung khoéng thoi gian bbn ngay sau khi nap lai nguyén liéu vao dé 1am tiéu
chuén cho 1an thu hoach th@ hai. Tuy nhién, thuc hién 1an thu hoach tht hai vao ngay
4P1 ¢6 anh hudng dén 14n thu hoach thit ba do quan sat thiy mot s6 vAn duc trong mau
chét 1éng dugc 14y ra vao ngay 4PI ma thé hién su chét cla té bao hoic té bao roi ra
khoi 10 xo. Cling cho 16 003PD-X 14n thu hoach II dugc thuc hién vao ngay 2PL Dua
vao dit liéu tir 16 003PD-X chi ra lan thu hoach II vao ngay 1-2PI néu viéc nap lai

nguyén licu 14n thtr hai va 1an thu hoach thir ba tiép tuc dugc thuc hién.
Giai doan thu hoach III dé nhan gidng virut trén quy mo 3001

Véi 16 003PD-X (bang 5) sau 13n thu hoach II ma dugc thyc hién vao ngay 2P,
mdi truong bd sung va huyét thanh dugc bd sung vao binh dé sinh ra chét 1éng virut
cho 1in thu hoach thtr ba (bang 5). Méi trudong MEM (270-2801) c6 IFBS (5% thé
tich/thé tich) dugc bd sung vao binh phan ng sinh hoc theo cuing quy trinh nhu da chi
ra khi bd sung nguyén liéu cho 1dn thu hoach 13n thir nhit. Pudng cong phat trién cla
1an thu hoach III duoc thuc hién trong 7 ngay va thu dugc d6 chudn dinh vao ngay 1
sau khi nap lai nguyén liéu vao (xem bang 5). bo chuin 6n dinh trong 4 ngay. DO

chudn virut vao ngay 1 sau khi nap lai nguyén liéu vao dugc so sanh véi do chuan cua
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1in thu hoach thir hai (bang 4 va 5). Dextroza bi tiéu thy hoan toan vao ngay 1PI. Co
thé s dung khoang thoi gian bdn ngay sau khi nap lai nguyén liéu @2 1am tiéu chuén

cho 14n thu hoach thit ba.

Ba so dd dudi day thé hién dic trung cia dextroza, glutamin va DO, va do
chuén cho ba 13n chay trong binh phan tng sinh hoc dung tich 3001. Muyc dich cua cac

so d0 nay dé thé hién sy nhat quan cia ba lan chay.

Fig.3 thé hién tém t4t v& ba 1an chay & quy md 3001 cho su ti€u thy dextroza va
d6 chudn virut. Pic trung thu hoach I cho ba l4n chay 1a rAt nhéit quan, dextroza dugc
tiéu thu hoan toan (<0,1 g/l) vao ngay SPI va tring v6i dd chuln dinh trong ba lan
chay. Sau khi nap lai nguyén li€u vao 1in thr nhat, dextroza giam xubng 0,3g/1 & 16
002PD va 003PD vao ngay 1PI va do chudn da & dinh. Vao ngay 2PI, dextroza dugc
tiéu thu hoan toan va 4o chuén virut & dinh. D& thu hoach III trong 16 003PD, khi lan
nap lai nguyén liéu thr hai dugc thuc hién vao ngay R2PI, dextroza giam xubng nhé

hon 0,1 g/l vio ngay 2R1PI va d¢ chuan & dinh.

Fig.4 thé hién tom t4t v& toan bo ba lan chay & quy md 3001 cho sy tiéu thu
glutamin va do chuén virut. Nhu c6 thé thiy & ddc trung 13n thu hoach I, ba lan chay 1a
rAt nhéit quan. Glutamin giam xudng con mot nira ndng d6 ban d4u cia n6 1a 2 mmol/l
vao ngay SPI va né trung v6i do chuén dinh khi thyc hién ba 14n chay. Sau 14n nap lai
nguyén li¢u thi nhét vao, glutamin gidm xubng con mot nira ndng do ban dau cla né
vio ngay 2PI & 16 002PD va 003PD va do chudn dat dinh tr ngay 1PL D& thu hoach
111 trong 16 003PD, khi nap lai nguyén li¢u 14n tht hai duoc thuc hién vao ngay R2PL
Glutamin dugc ti€u thy tir tr dén con 0 vao ngay 5 PI va do chuén virut 12 phtt hop, khi

46 té bao bit diu chét va dd chudn giam vao ngay 7PL.

Nhu c6 thé thdy & dic trung thu hoach I, ba 14n chay la rt nhat quan, DO giam
dén 30% vao ngiy SPI va phu hop v6i do chudn dinh trong ba 1an chay. Sau 1an nap lai
nguyén liu thit nhit, ddu do DO gidm ¢ 16 002PD-X, vi vy dit li¢u khong 6, & 16
003PD-X DO giam vao ngay 1PI, pht hop voi 3o chuén dinh. Dé thu hoach III trong
16 003PD, khi 14n nap lai nguyén liéu thir hai dugc thuc hién vao ngay R2PI DO gidm
nhanh chong cho dén ngay 3PI khi céc t& bao bat diu chét va DO bi tiéu thu dén 0 vao
ngay 5PI va do chuén virut 1a phit hop, sau do té bao bat dau bi chét va do chuin giam

vao ngay 7PL
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Bang 6. Tém tit cc didu kién va két qua ctia quy trinh ddng thoi trong khi chay binh
phan tng sinh hoc dung tich 3001*.

16 PCD MOI TOH1 | dd 7 TOH2 | do TOH3 | dd
chuan chuén chuén
H1 H2 H3

001PD-|7,0 x]0,1 5 7,3 N/A N/A N/A N/A

X 10°

002PD- | 7,0 x]0,1 5 7.5 1-4 7,5 N/A N/A

X 10°

003PD- |70 x|0,1 5 7,0 2 7,5 1-4 7,5

X 10°

*Pidu kién cudi cung (0,IMOI, 7,0 x 10° tdng sb té bao trong binh phan ung
sinh hoc dung tich 3001, pH = 7,25, va nhiét 4 36°C)

(H1): 12 14n thu hoach tht nhét vao ngay sau khi nhiém.

(H2): 1a 14n thu hoach th hai vao ngay sau khi nhiém.

(H3): 12 1an thu hoach thtr ba vao ngay sau khi nhiém.

Chét long virut tir 10 001PD-X dugc lam mat mau va loai ra. Mot lit tir 16
002PD-X & l1an thu hoach I dugc giti lai va SGS dugc bd sung vao (25% thé tich/thé
tich) dé nghién ctru, phin chét 16ng con lai duge lam mét mau va loai ra. Hai lit tir 16
003PD-X & 1an thu hoach IT dugc gitt dong lanh d8 co dic, phan chét 1ong con lai dugc
lam mét mau va loai ra.

Pham vi mét do té bao nudi ciy (Planting Cell Density-PCD) & quy md 3001:

Mat do té bao nudi cdy (planting cell density-PCD) dat dugc 1a 7,0 x 10 téng
s6 té bao trong binh phan tmg sinh hoc dung tich 3001 véi thé tich thuc 1a 270-2801.
Dua vio dit lidu tir Béo co chuyén héa quy trinh cudi cung 301 (6127-1310-09K-198),
tdng s6 té bao nudi cdy nam trong khoang & gitta 7,0 x 108 - 1,0 x 10° trong binh phan
ng sinh hoc dung tich 301. Do han ché vé thoi gian chi dénh gid dugc mat 4 nudi chy
té bao cubi cling.

Khoéng tinh bdi nhiém (Multiplicity of Infection-MOI) & quy mo 3001:
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MOI cubi cung 1a 0,1 1a Iy tudng d nhan gibng PRRSV 94881 trong h¢ sinh
trudng nay. Cac muc do MOI thip va cao lan luot 13 0,01 va 0,3 duge nghién ciru

trong binh phéan ung sinh hoc dung tich 301

Phén tich rdi ro: cac thong sd ciia quy trinh ddng thoi trong binh phan tng sinh
hoc dung tich 3001 dugc dua ra trong bang 11. Chi c6 thong s6 cudi cing dugc thir
nghiém va dugc xem xé€t ¢ quyét dinh dén quy trinh nay hay khong. Céc pham vi nay

duoc danh gid & quy md 301. Cac dinh nghia nhu sau:

Théng s quyét dinh 1a thong s6 quyét dinh dén chét luong cla san phim cubi
cung;

Thong sb khong quyét dinh 1a thong sé c6 thé duoc kiém soét truc tiép trong
pham vi x4c dinh hodc c¢6 pham vi hoat dong rong ma mdt su 1éch ra khoi diém thiét
1ap thi khong nghiém trong. Thong s6 khong quyét dinh gitp kiém sodt cac thong sd
quyét dinh trong pham vi x4c dinh.

Thong s6 "chi d8 cung cép thong tin" 1a thong s6 dugc kiém tra dé thu thém
thong tin vé quy trinh, nhung khong c6 lién hé truc tiép dén thudc tinh cua san phim
cudi cling.

Bang 7: Tom tit vé& céc thong sb ctia quy trinh ddng thoi trong binh phan Gng sinh hoc
dung tich 3001 cho PRRSV 94881 MLV

Thong sd *Gidi han *Gi6ihan | *Pham vi Két qua ) Quyét
dudi duogc trén duoc dugc chap | dugc chip dinh/kh@ng
thir nghiém thir nghiém | nhén nhén quyét dinh

MOI 0,01 n/a 0,01-0,30 | 0,10 NC*

Matdy  |7.0 x 10° t§]1,0 x 10| tr7,0x 10| 7,0 x 10° té | NC*

nudi cay t& | bao té bao # t€ bao den | bao

bao 10 x 10° te

bao

Thoi gian | Ngay 4 Ngay 7 Ngay 5 —|Ngay 5 - Quyét dinh

thu hoach | ngay 7PI 7P1 ok

1an thr nhat

(ngay sau

khi nhiém)

Nhiét do 35°C 38°C 36+1°C 36°C NC*

pH 6,5 7,9 6,9-179 7,2 NC*
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Thoi gian | Ngay 1 Ngay 5 Ngay 1 —|1-=2 Quyét
tl‘lu hoach ngay 4 dinh***
lan thtr hai
(ngay sau
khi nap lai
nguyén
ligu)

Thoi gian | Ngay 1 Ngay 7 Ngay 1 —|1-4 Quyét dinh
thu hoach ngay 4
lan th ba
(ngay sau
khi nap lai
nguyén
liéu)

*Khong quyét dinh trong pham vi nghién ctru ¢ quy md 301

** Tiéu chudn thu hoach 1in thi nhit dwoc quyét dinh bdi thoi gian tiéu thu
hoan toan dextroza trong khoang thoi gian tir 5 dén 7 ngay PI. Tuy nhién néu l4n thu
hoach tht hai dugc thyc hién thi lan thu hoach thir nhét nén & ngay tht nhit ma ndng

dd dextroza 1a 0,1g/1

+** Chat 16ng On dinh trong 5 ngay. Tuy nhién néu 14n thu hoach thir ba dugc

thuc hién, nén thu hoach ¢ gifta ngay 1 va 2
# Dua trén dit liéu 301 cho quy mo 16n

Két luan va khuyén cdo quy trinh: quy trinh dbng thoi trén quy md 16n trong
binh phan Gng sinh hoc tir 301 dén 3001 dugc thuc hién mot cach thanh cong. Lan thu
hoach I & trong pham vi cla binh phan Ung sinh hoc dung tich 301 trong cac ngay thu
hoach va dd chuén. LAn thu hoach II ciling thanh cdng v6i cac dd chuin c6 thé so sanh
v6i 14n thu hoach 1. P$ chuén cia 1in thu hoach 1an thit hai 4n dinh trong 4 ngay. Thu
hoach thém (14n thtt ba) v6i dd chuén c6 thé so sanh dugc véi 1an thu hoach I va II. B9

chuén cta 14n thu hoach thtr ba 6n dinh trong it nhét 4 ngay.

Khuyén céo cho quy trinh d6ng thoi trong binh phan tmg sinh hoc dung tich
3001 duoc wu tién cho PRRSV 94881 MLV nhu sau:

Nhén gidng virut, thu hoach I: thanh phan moi trudng gdm c6 MEM khéng c6
dd phenol, 30mg/l neomyxin va 1,4g/1 natri bicacbonat. Céc té bio MA104 dugc nudi
chy & mat dd 7 x 10%/binh phén tng sinh hoc 10 xo dung tich 3001 trong 270 dén 2801
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méi tuong dugc bd sung 14,01 huyét thanh bao thai bd 5% thé tich/thé tich (pham vi: 7
x 10% 1 x 10'® /binh phan tmg sinh hoc 16 xo dung tich 3001). Nhiét d6 cua binh phan
ting sinh hoc duoc kiém soat & 36 + 1°C. DO duogc dit & "ché do kiém soat". Kiém
soat DO hoat hoa & diém dat 1a 10% khi DO giam xudng tir 10 dén 30%. pH = 7,2
duoc dat & ché do kidm soat. Thong s& PID dugc st dung cho pH cao (bb sung CO2)

la:
Thu duogc 300,00
Thiét 1ap lai sé phut trong mot 1an 13p lai 2,20
Tbc dd, phit 0,50
DPon vi pH van chinh xac 0,03
Giéi han CV van chinh xac 5%

Luu luong dong khi dugce dit ¢ 2,0 SLPM; luu lugng CO2 & 2,0 SLPM; luu
lwong O2 & 2,0 SLPM; Iuu lwong N2 dit & 2,0 SLPM va tdc dd phun Khi téng s6 nén &
2,0 SLPM.

MOI thu duge 13 0,1 (pham vi tir 7 x 108 dén 1 x 10° hat virut/binh phan Gng
sinh hoc 10 xo dung tich 3001).

Véi tiéu chuén thu hoach I, viéc 14y mau gian tiép trong khi do dextroza dugc
thuc hién vao ngay 4PI. Xu hudng DO ¢6 thé duogc str dung lam chi thi. Lan thu hoach
I nén dugc thuc hién khi dextroza <0,1g/l (pham vi 2 ngay +/-) ma thudong xay ra 6
gitta 5 dén 7 ngay PI. Tuy nhién néu 13n thu hoach thit hai dugc thuc hién thi 14n thu

hoach thtr nhét nén & ngay tht nhét ma ndng dd dextroza < 0,1g/1

Nap lai nguyén liéu 14n thit nhét - thu hoach-II: sau 1an thu hoach tht nhét, nap
lai nguyén liéu vao binh phan Gng sinh hoc ¢6 270 dén 2801 thanh phin mdi trudong
MEM ma khéng c6 do pheno, neomyxin va 1,4g/1 natri bicacbonat dwoc tao huyén ph
v6i 14,01 huyét thanh bao thai bo (5% thé tich/thé tich). Viéc nap lai nguyén lig¢u duoc
thue hién & cing didu kién nhu da thiét 14p cho moi truong thu hoach lAn thir nhét
(xem céc thong s6 thu hoach 1an th nhét & trén). Duy tri kiém soét pH & diém cai dat

7.2. Thong sb PID dugc sir dung cho pH cao (b0 sung CO2) la:

Thu duge 300,00
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Thiét 1ap lai s phut trong mot 14n 13p lai 2,20
Tbc d9, phat 0,50
Don vi pH van chinh xac 0,03
Gi6i han CV van chinh xac 5%

Duy tri kiém soat nhiét d¢ & diém cai dat 36 + 1°C. Cai d4t kiém soat DO & ché
do diéu khién.

Nap lai nguyén li¢u 1an th hai - thu hoach-I1I; Ngay sau lan thu hoach thir hai,
nap lai nguyén li€u vao binh phan @mg sinh hoc chaa 270 dén 2801 thanh phin moi
truong MEM ma khong c¢6 dé pheno, neomyxin va 1,4g/1 natri bicacbonat dugc tao
huyén phit véi 14,01 huyét thanh bao thai bd (5% thé tich/thé tich). Thyc hién nap lai
nguyén liéu duédi cung didu kién nhu d3 thiét 14p cho mdi trudng thu hoach lan thir
nhét (xem cac thong sb ctia 1an thu hoach tht hai & trén). Duy tri kiém soét pH & diém

cai dit 7,2. Thong sb PID dugc st dung cho pH cao (bd sung CO2) 1a:

Thu dugc 300,00
Thiét lap lai sb phut trong mot 1an lap lai 2,20
Tbc dd, phut 0,50
Don vi pH van chinh xac 0,03
Gi6i han CV van chinh xac 5%

Duy tri kiém soat nhiét do & diém cai dat 36 + 1°C. Cai dat kidm soat DO & ché
do kiém soat. Két qua thir nghiém hién tai thé hién ring thoi gian tdi wu dé thu hoach

chit 1ong virut 1an thi ba 1a & gifta 1 va 4 ngdy sau khi nap lai nguyén lidu.

CAn hiéu ring quy trinh & trén 13 quy trinh mAu va ¢6 thé duoc bién ddi them dé
ning cao hiéu suét va/hodc giam chi phi chay trong binh phan tng sinh hoc. Vi duy, su
thay ddi thong s6 ¢6 thé bao gdm, nhung khong gidi han &: gidm ndng dod huyét thanh
& 1an thu hoach tht hai va tht ba, giam mét do nu6i céy té bao, bd sung té bao va hat
vao cing mot chai va khudy, vi vy thoi gian nhan gidng virut c6 thé dugc rat ngén lai
cho 14n thu hoach I. Hon nita, hiéu suét thu virut c6 thé dugc ting thém béng cach
thém mot 1an nap lai nguyén li¢u vao d8 c6 thé thu hoach IV. Thanh phén moi trudng

sir dung dé nap lai nguyén liéu bao gbdm, nhung khong gi6i han &, glucoza va glutamin

-28-



20925
Vi du 2

Trong vi du cu théd PRRSV 94881 duoc san xuit ra theo phuwong phap mo ta &
trén duogc st dung dé xac dinh hidu qua ctia PRRSV 94881 trong lon dugc chuing
ngira. Trong nghién citu nay, cac con lgn con tir 4 dén 13 ngay tudi duge ching ngira
bing tiém bip bing ché phim chira 107 TCID 50 trong 2 ml (ngdy 0 cta nghién ctru).
Vao ngay 13, cic con lgn con dugc cai sita va dugc giam sat cac thong s6 bénh khac
nhau dén ngay 90. Céc thong s6 nghién ctru bao gbm theo ddi nhidm trung huyét, sy
c6 mit cia virut trong md va sy bai tiét, quan s4t 14m sang, tén thuong phdi va ting

can.

M&bi nhém nghién ctru: cac con lon duge ching ngira, lon chi béo va lon a6i
chimg dugc can vao ngdy nghién ctru 0, 14, 28, 56 va 90. LAy miu mau vao mdi ngay
luan phién nhau & giita ngay 0 va 14 va mot 1in trong mét tudn dén ngay 90 cho ca
nhém lon dugc ching nglra va nhom lon chi bao va mot 1in trong mot tuin trong sudt

thoi gian nghién ctru cho nhom dbi ching cho dén ngay 90.

L4y mAu nude mili, niém mac miéng va phéan vao mdi ngay ludn phién nhau &
gifta ngay 0 va 14 va mot lan trong mot tudn dén ngay 56 cho ca nhém lon duge ching
nglra va nhom lon chi bdo va mot lan trong mot tudn trong sudt thoi gian nghién ctru

cho 16 dbi chimg cho dén ngay 56.

Tién hanh md hai con lon trong nhom ching ngtra trong mdi ngay khéc nhau tir
ngay 0 dén 14 va mot 1an trong mot tudn tr ngay 14 dén ngay 90 va & céc con lgn con
lai & ngay 90. Trong nhom chi bao, md 5 con lon & ngdy 56 va md cac con lgn con lai
& ngay 90. & nhém dbi chimg, mb 2 con lon vao mdi ngdy khéc nhau & gitta tir ngay 0
dén ngay 14, mot 1an trong mot tudn & ngay 14 va ngdy 56 va mb céc con lgn con lai &

ngay 90.
Quan sat 1am sang vao mdi ngay.

Thyc hién RT- PCR dinh luong bang cach st dung mdi ddc hiéu chau Au
PRRSV cho dang miu mau, niém mac miéng, phén va nude mii, cling nhu nude rua
phoi.

Tir cac dit liéu nghién clru ndy thé hién rang cac con lon con ¢6 stc khoe binh

thudng ngoai trir mot s& con lon bi khap khiéng. Kham nghiém tir thi thiy khong c6 gi
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bat thudong ngoai trir 1-2 con vét thé hién cac diu hiéu hach bach huyét ben lan rong
nho. Quan trong, khong thdy ton thuong phdi & cac con lon dugc ching nglra.

Fig.6 thé hién phan trdm céc con v4t bi nhiém tring huyét trong 16 chi bao khi
so v6i 16 dugce ching ngira bang ché phim chira chung virut PRRS da bi giam doc luc
c6 6 hiéu luu gitt ECACC 11012502 thé hién hiu qua cta virut PRRS dugc san Xudt
ra theo phuong phép trong sang ché trong viéc tao ra su mién dich bao vé cho lon.
Vidy3

Céc thiét bi va chét phan Gng sau (bang 8) dugc st dung dé phat trién quy trinh
ddng thoi trong chai quay cho EU PRRS 94881:

Béng 8. Thiét bi:

Buéc cta quy trinh Quy trinh Thiét bi

Duy tri té bao MA104 (cdy | Duy tri va trén quy mo 16n, | Chai quay 850cm?
chuyén 58-78) va theo hd so quy trinh BPF- (CORNING)
AK-MA104 (chy chuyén | 777 VA BPE-778
64-84). Cung dong t€ bao,
c4c 1an cay chuyén khéac

nhau

Pém té bao DPém ty dong Vi-Cell

Canh trudng té bao Nudi cdy té bao chai quay 850cm?
. Z - X (CORNING)

San xuét virut Nhi€m

Gi4d quay vatau

Néngld(} dextroza/Lactat g/l | YSI 2700
(sai sO thit nghiém = 5%)

Liy mau Pipet

MEM c¢6 mdi trudong d6 phenol va 1,4g/1 natri bicacbonat thu dugc tir SAFC.
Bang 9 mo ta thanh phan moéi trudng, cong véi ndng dd huyét thanh. Mbi truong nay
dugc st dung d8 nhan gidng virut bao gdm tht ca cac 1an nap lai nguyén liéu vao chai

quay.
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Béng 9: Thanh phin mbi trudng MEM.

Catalog/Item # Thanh phan S6 16 S6 luong trong mot chai quay
700754 Huyét thanh bao thai | 10D837 |20 ml (5% thé tich/thé tich)
bo
Chiéu xa gama, US
62892- MEM c¢6 do6 phenol 101259 | 400ml
1000M3056

Quy trinh ddng thoi c6 ba 14n thu hoach:

MBoi trudng bd sung vao quy trinh ddng thoi bao gdm huyét thanh, té bao AK-
MA104 va hat virut EU PRRS 94881 trong vat chira. Sau do, cac thanh phan trong vat
chtra dugc tron 13n lai va dugce phéan bd vao cac chai quay (TOI bang khong & ngay
PP). Fig.7 minh hoa phuong phép trong quy trinh ddng thoi va Fig.8 minh hoa viéc

x4c dinh va tién trinh cta quy trinh nay.
Chudn bi chai quay va méi truong:

Th nghiém & day 1a mot mé cd S chai quay. Kich ¢c& thuc cia mé ¢o thé thay
doi.

Dudi diéu kién vd tring, 2000ml moi truong MEM va 100ml huyét thanh bao
thai bd di chiéu xa duoc bd sung vao vét chita. Sau d6 5 x 107 t€ bao AK-MA104 va
hat virut EU PRRS ¢ MOI 12 0,1 dugc bd sung vio. Cac nguyén li¢u nay dugce tron 1an
va & diéu kién v trung, dugc phan bd khoang 400ml vao trong mot chai quay Corning
850cm?2. Sau d6 chai quay dugc 0 ¢ nhi¢t do 37°C trong gia quay ¢ tbe do 0,5
vong/phut. Pén 1an thu hoach thir ba thuc hién hai 14n nap lai nguyén liéu vao.

Tiéu chudn thu hoach va kha ning dwoc chdp nhan:

Tiéu chuin thu hoach chai quay dua trén didm cai dat/két qua cla cac thong )
quan trong tir quy trinh trong binh phan tng sinh hoc 3001 phu hgp trong vi du 1 va 2,
nhu thé hién trong bang 10 dudi day.

LAn thu hoach I dugc thyc hién vao ngay 5 dén 7 PI va ndng @9 dextroza <
0,1g/1. LAn thu hoach II dugc thyc hién vao ngay 2PI sau khi nap lai nguyén li€u vao
va 14n thu hoach III dugc thyc hién vao ngay 2PI sau 14n nap lai nguyén liéu tht hai

vao.
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Kha ning thu hoach & ¢4 ba chai quay ¢6 thé > 10%° TCIDso/ml.

Bang 10. Tiéu chuén thu hoach/kha ning dugc chép nhan EU PRRS 94881 MLV

Théng sb

Muc tiéu dugc chép nhan

Thoi gian thu hoach 1an thir nhét (ngay sau khi gy
nhiém)

Ngay 5 dén 7 PI

Nong do dextroza & 14n thu hoach thir nhét

<0,1g/l

Thoi gian thu hoach 1an tht hai (ngay sau khi nap
lai nguyén lidu)

2

Thoi gian thu hoach lan thir ba (ngdy sau khi nap
lai nguyén liéu)

2

Kha ning

> 103 TCIDso/ml

Théng sb quyét dinh 1a thong s6 quyét dinh dén chét lugng cua san pham cubi

cung.

Chay chai quay

Bang 11: Tht nghi¢ém ban du dé phat trién quy trinh xay ra trong chai quay EU PRRS

94881 va két qua do chuén

Ma Mat df} MOI H-I+ | Dextro | TCIDso | H-II+ | TCIDso/ | H-III TCIDso
chai | nubicay naplai | zag/l /ml nap lai " ml cubi /ml
quay te nguyén nguyén cling

bao/RB liéu litu

A 3,5x10% | 0,1 5P1 0,304 <5,5 7P1 6,5 9P1 <6,0
B 3,5x10% | 0,1 6P1 0,048 6,5 8PI 6,6 10PI | <5,7
C 3,5x10° | 0,1 7P1 0,006 <5,5 9PI <6,3 11PT | 6,7
D 3,5x 10 | 0,005 | 5PI N/A <5,6 7P1 6,5 9P1 <5,5
E  [|35%x 10° | 0,005 | 6PI 0,057 <5,5 8PI <5,5 10PI |74
F 3,5x 10% | 0,005 | 7PI 0,0 <5,5 9P1I <5,5 11PT | <55
G 7 x 108 0,1 SPI 0,066 6,6 7P1 6,9 9P1 <6,3
H 7 x 108 0,1 6PI 0,009 6,5 8PI 7,3 10PT | 6,7
I 7x10% 10,1 7P1 0 <6,2 9PI 7,0 11PI | 6,6
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J 1x 107 0,1 SPI 0,095 16,9 7P1 6,6 9PI/1 | 6,36,7
0PI

K 1x 107 0,1 6PI 0 7,3 8PI 7,5 10PY/ | 6,5/6,6
11PI

L 1x 107 0,1 7P1 0 1,7 9P1 <5,5 11PI/ | 7,2/6,6
12P1

M 1x 107 0,005 | 5PI 0,118 |<5,6 7P1 7,5 9P1 <6,0

N 1x 107 0,005 | 6PI 0,014 |7,0 8PI 6,7 10PI | 6,7

O 1x 10’ 0,005 | 7PI 0 6,7 9PI 7,3 11PI | 6,7

Thir nghiém dbi chung: Quy trinh thong thuong trong chai quay cho EU PRRS 94881

Ma Mat  do | TOI MOI Thu

TCIDso/ | Thu TCIDso/ | Thu TCIDso

chai n}léi cay hoach I | ml hoach | ml hoach | /ml
quay | t€ bao + I+ 11

nap lai nap lai cudi

nguyén nguyén cung

liéu liéu
P 2x 107 3 ngay | 0,005 3PI 6,7 6P1 7,4 9P1 6,9
Q 2x 107 3 ngay | 0,005 4P1 6,7 7P1 7,7 10PI | 6,7
R 2x 107 3 ngay | 0,005 5P1 7,0 8PI 7,2 11PI | 6,6
S

2x107 | Sau 3 ngay, cc t& bao dugc dém d tinh toan MOI cho RBs P,Q vaR

Bang 11 thé hién thir nghiém ban dAu duge thibt ké dé xac dinh quy trinh x&y ra

trong chai quay dua trén cac thong s& sau tir quy trinh mo ta trong vi du 1 va2 va thuc

hién bdo céo vé virut giong san xuat trong bang 12a.

Bang 12a: Cac thong sb duoc danh gia dé x4c dinh quy trinh xay ra trong chai quay

Thong sb: Pham vi Thong tin
Mat 46 nudi chy té|3,5x10° Pham vi nudi cdy té bao thap
bao/RB 850cm’ 7,0 x 108 Pham vi nudi cdy té bao trung binh
1,0 x 107 Tuong duong véi 3001 BR dya trén té
bao/ml
MOI 0,005 Quy trinh thoéng thuong RB
0,1 MOI dat dugc trong quy trinh BR 3001
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Muoi 1am chai quay dugce cdy cac té bio MA-104 & mét do nudi ciy nim trong
khoang tir 3,5 x 10° dén 1 x 107 (xem bang 11 cot 2). Céc chai quay dugc dan nhan
theo tht tu bang chit c4i. BO ba chai quay nay c6 cing mét d nuobi cly té bao va ¢6

cting MOI ndm trong khoang tir 0,005 dén 0,1 (bang 11, cdt ba).

Ba mat d nudi cdy t& bao va hai MOI dugc danh gia (bang 12). Bo ba chai
quay c6 cung mat do nudi chy té bao va cing MOI (bang 4 c6t 1). Cac chai quay duogc
thiét 1ap theo chai quay va moi truong nhu md ta & trén va duge U trong gia quay ¢ tbc

d6 0,5 vong/pht & nhiét d6 37°C trong td 0.

Thu hoach I cac chai quay A, D, G, J va M vao ngay 5PI, va sau d6 nap lai
nguyén liéu vao d6 va 0 trong hai ngay. Sau d6 thuc hién H-II, cac chai quay dugc nap
lai nguyén liéu vao va duoc i va thyc hién thu hoach 14n thir ba va 14n cudi cing sau
d6 hai ngay.

Thu hoach I c4c chai quay B, E, H, K va N H- I vao ngay 6P1 va sau do6 nap lai
nguyén liéu vao céc chai d6 va U trong hai ngay. Sau d6 thuc hién H-II; nap lai nguyén
liéu vao céac chai quay mot 13n nita va 0 lai. Thuc hién thu hoach 1An tht ba va lan cubi

cung vao hai ngay sau do.

Cubi cung, thu hoach 7PI & céc chai quay C, F, I, L va O vao ngay 7PI, va sau
d6 nap lai nguyén liéu vao cac chai d6 va u trong hai ngay. Sau d6 thuc hi¢n H-II, cac
chai quay duoc nap lai nguyén ligu vao va duoc U lai va thuc hién thu hoach 14n tht ba

va 1an cudi cung sau d6 hai ngay.

Quy trinh xdy ra trong céc chai quay (chai quay P, Q, R va S) dugc st dung lam
dbi chung trong thit nghiém nay. Quy trinh nay dugc phat trién v6i hai 14n thu hoach.
Lan thu hoach thr ba dugc bd sung vio quy trinh trong cac thir nghiém nay ciing nhu

khoang thoi gian thu hoach I 1€n dén 5 ngay P1.

Céc t& bao MA104 dugc nudi cdy trong chai quay 850cm? & mat do 2 x 107 va
dugc U trong 3 ngay (chai quay P, Q, R va S). Sau ba ngay, chai quay S dugc xu ly
trypsin va cac té bao dugc dém bing Vi-cell. Viée dém té bao duoc st dung d tinh
toan MOI cua virut cho cc chai quay P, Q va R. Lugng virut dd tinh todn duoc bd
sung vao cac chai quay ma dwgc u & nhiét dd 37°C trong gid quay. Sau 3 ngay thuc

hién thu hoach I trong chai quay P, ma sau d6 dugc nap nguyén liéu vao lai va dugce
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& nhiét dd 37°C. Sau 3 ngay, tién hanh thu hoach 14n tht hai va nap lai nguyén liéu vao

1in thtt hai, va 0 thém 3 ngay dé thu hoach 1in tht ba va 1an cudi ciing.

Quy trinh trong chai quay Q va R nhu cing quy trinh sau khi H-I, vao ngay 4PI
cho RB Q va 5PI choRB R.

Quy trinh x4y ra trong chai quay khong dai hon quy trinh thong thuong nhu mod
ta trong vi du 1 va 2 va doi hoi thém nhén cong, do cac t€ bao can phat trién trong 3
ngay, trude khi chung bi nhiém virut. Hon nita, quy trinh thong thuong con doi hoi
mat do nudi cdy té bao gip d6i khi so sanh v6i quy trinh ddng thoi nhung lai thip hon

MOI. Quy trinh nay cho ra do chuén phi hop cao trong ba 14n thu hoach.

Xéc dinh ring thoi gian thu hoach (time of harvest -TOH) H-I cho quy trinh xay
ra chi dua vao ngay hudng dén, khong quan tam dén su tidu thu dextroza. Liy may dé

do ham luong dextroza va do chuén vao ngay thu hoach.

Dua vao tiéu chuén d8 do chudn c6 kha ning dugc chép nhan (bang 10), cac
chai quay A, B,C,D,EvaF thé hién do chuén khéng giéng nhau & céc 1an thu hoach
I, 1T va III.

Céac chai quay G, H va I ¢6 mat do nu6i cly té bao 7 x1076 va MOI huéng dén
10,1 c6 ndng do6 dextroza & 1in thu hoach thir nh4t ndm trong muyc tiéu 12 <0,1g/1. Két
qua dd chuin cho céc chai quay G va H 1a c¢6 thé chép nhan dugc. P& thu hoach I, tit
c4 céc chai quay G, Hval déu c6 do chuén log trén 6 va dudi 7. Dé thu hoach III, cac
chai quay G vaH 1a ¢6 thé chip nhan duoc véi dd chun 14n luot 14 6,6 va 6,5. Pé thu

hoach tét nhat, bd G, Hvalco thé duoc chip nhan.

B0 thir nghiém J, K va L tiép theo 1a b thir nghiém dugc mong mudn nhét vé
do chuin. Dextroza bi tiéu thu ¢ H-I trong tAt ca RBs va do chuin & trong tiéu chuin
chép nhan duoc dua trén bang 10. Vao 1an thu hoach thir hai va tht ba, céc do chudn
cling dap Ung ti€u chuén trong bang 3 ngoai trir hai chai quay. H-III cho chai quay LK
va L duoc kéo dai thém mot ngay nita thé hién rang d6 chudn vin c thé chip nhan

dugc (bang 11).

Céc chai quay cubi cing M, N va O, c6 mat dd nudi cay té bao cao va MOI

thip thé hién két qua do chudn phit hgp & céc chai quay N va O.
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Bang 12b: So sanh cac thong sb gifta quy trinh trong chai quay thong thudng va quy
trinh trong binh phan g sinh hoc

Théng sb Binh phan Gng | BO chaiquay J,KvalL
sinh hoc 3001

Thé tich thyc mdi trudng cong | 283500 400

huyét thanh theo ml

Mat d6 nudi cdy té bao/ml 2,53 x 10* 2,5 x 10*

MOI 0,1 0,1

Dua trén bang 10, két qua & cac chai quay J, K va L TCIDso/ml thé hién trong
bang 11, dap ung tAt ca cac tiéu chuin cua 1an thu hoach I, II va III. Ty 1é ciia mét do
nudi cdy té bao trong mot ml trong cac chai quay J, K va L twong duong voi mat do
nudi cdy té bao trong mot ml trong binh phan ng sinh hoc (bang 6) dung tich 3001.
Dua trén céc dit liéu nay, cic thong sb cta chai quay J, K va L duoc chon dé chay xéc
nhén (bang 13).

Bang 13: Thiét 1ap chay x4c nhan quy trinh x4y ra trong chai quay va ndng do

dextroza & 14n thu hoach I

Ma chai | Mat @6 | MOI | Thu hoach I dextroza HII+ HIII
quay nuot + nap lai|gloTOH |nap lai cubi cling
lc)z}(;/R];e nguyén liéu E%l;yén

J1 1x107 {0,1 5PI 0,080 7P1 9P1
J2 1x107 | 0,1 5PI 0,128 7P1 9PI
I3 1x107 |0,1 5PI 0,066 7P1 9P1
J4 1x107 |0,1 SPI 0,076 7P1 9PI
J5 1x107 |0,1 SPI 0,128 7P1 9PI
K1 1x107 |0,1 6P1 0,137 8P1 10PI
K2 1x107 |0,1 6P1 0,058 8PI 10P1
K3 1x10” |0,1 6P1 0,100 8P1 10PI
K4 1x107 |0,1 6P1 0,088 8PI 10PI
K5 1x107 |0,1 6P1 0,087 8P1 10PI
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L1 1x107” [0,1 7PI 0,005 9PI 11PI
L2 1x107" {0,1 7P1 0,006 9PI 11PI
L3 1x10" |0,1 7P1 0,0 9PI 11PI
L4 1x107 |0,1 7PI 0,013 9PI 11PI
L5 1x10” |0,1 7PI1 0,004 9P1 11PI

danh gia trong bang 10.

Bang 13 thé hién viéc chay xdc nhin cho quy trinh ddng thoi lua chon dugce

Téng s6 15 chai quay dugce thiét 1ap & mat dd nudi cdy té bao 1 x 107 trong

400ml mdi truong huyét thanh va hat EU PRRS 94881 MSV+4 ¢ MOI 0,1. Cac chai

quay dugc chia ra va c6 3 10, mdi 16 gdm 5 chai. Thyc hién thu hoach I vao ngay 5PI

cho céc chai tir J1 dén J5, vao ngay 6PI cho céc chai tir K1 dén K5 va ngay 7PI cho

céc chai tir L1 dén L5. Do ndng d6 dextroza trong mdi chai quay. Sau d6 tich phan da

thu hoach lai va léy mau d& chudn dd. Sau d6 nap lai nguyén li¢u vao va thyc hién thu

hoach II va III 14n cudi ciing,

O 1an thu hoach I, trung binh, tht ca muoi 1dm chai quay déu co ndéng do

dextroza ¢ trong tiéu chuin thu hoach < 0,1g/1 dugc thiét 1ap cho quy trinh trong binh

phan tmg sinh hoc (bang 3), ma xac nhén rang quy trinh nay phi hop trong chai quay.

Bang 14: Toéng két didu kién va két qua TCIDso cua quy trinh xdy ra trong chai quay

Lo PCD | MOI | TOH1 | Dextroz | TCIDso/ | TOH2 TCIDso/ | TOH3 | TCIDso/
(nhom ag/lo ml ml ml
5 chai TOHl Hi H2 H3
quay)
J 1,0x | 0,1 5PI 0,092 6.5 7P1 7,3 9P1 6,5
107
K 1,0x 0,1 6PI 0,084 6,7 8PI 7,6 10PI 6,7
107
L 1,0x 0,1 7P1 0,000 6,5 9PI 7,7 11PI 7,4
107

Bang 14 thé hién su tdng két cac didu kién va do chudn virut trong TCIDso /ml

& nhém céc chai quay J, K va L cho H-I, H-II va H-III cho quy trinh xay ra trong chai

quay theo sang ché.
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D& bat chude theo quy trinh trong chai quay, cac mau tir mdi chai quay riéng
biét cita bd J (bang 13) duoc tich lai va miu da tich lai nay dugc chudn d. Ap dung
cing quy trinh nay cho céc chai quay K va L cho H-I, H-II va H-IIL

N(‘A)ng dd dextroza cua céac mau di tich H-1 1a 0,0g/1 cho J, K va L. D0 chuén

cho H-I, H-II va H-III ndm trong khoang tir 6,5 dén 7,7 ma c6 thé so sanh véi quy
trinh trong binh phan Gng sinh hoc 3001 (Bang 15).

Bang 15. Téng két didu kién va két qua TCIDsyml cua quy trinh xdy ra trong
binh phan tng sinh hoc 3001 da dugc xac nhén

Dextro
s | pep | mor | TOH | 7 TCIDS | 1y, | TCIDSO TCIDS0
1 g/lo 0/ml /ml /ml
TOHI  HI | TOH3 |
0216 | 7,2x
0o | 109 | 01 | SPL |00 75 | 7PL 75 ) OPL 67
0301 | 7,2 x
1opD | 109 | &1 | OPL | 00 73 | 8PI 74 | 10PL | 74
0315 | 7,2
1opb | 109 | @1 | 7P| 00 7,5 | 9PI 6,7 | 11PI | 74

*m3u chira SGS 1am chét dn dinh

Bang 15 thé hién céc thong s6 va do chuén trong TCIDso/ml cho ba lan chay
x4c nhan duoc thuc hién ¢ diéu kién cGMP. Tét ca ba 16 déu c6 cing mat dd nudi chy
té bao, cing MOL Nong d6 dextroza 1a 0,0g/1 khi thu hoach I 6 tht ca ba 16. T4t ca cac
1An thu hoach déu c6 két qua nam trong tiéu chudn dugc chip nhan.

Pham vi mat do té bao nuéi cay (Planting Cell Density-PCD) trong chai quay:

Mat d6 té bao nudi ciy (planting cell density-PCD) dat duoc 1a 1,0 x 107 tong
s6 té bao trong mot chai quay c6 thé tich thuc 13 400ml. Pham vi mat 4o thép 7 x 10°
cling dugc danh gia (bang 4) voi dd chuén duoc chép nhan. Pham vi mét do cao dugc
danh gi4 & trong quy trinh thong thuong (bang 11).

Pham vi tinh bdi nhiém (Multiplicity of Infection-MOI) & chai quay:

MOI cubi ciing 12 0,1 13 Iy twéng dé nhan giong EU PRRS 94881 trong h¢ sinh

trudng nay. Cac muc MOI thip va cao lan lugt 12 0,01 va 0,3 dugc nghién cuu trong
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binh phan tmg sinh hoc dung tich 301. Trong chai quay do rang budc thoi gian chi
danh gia 0,1 MOI va 0,005 MOI mong muén (bang 10).

Phan tich:

Céc thong sb cta quy trinh x4y ra trong chai quay dugc dua ra trong bang 16.
Chi c6 thong sb cudi cing dugc thtt nghiém va duge xem xét ¢o quyét dinh dén quy
trinh nay hay khong. Céc dinh nghia nhu sau: Thong s6 quyét dinh 12 thong s& quyét
dinh dén chit lugng cla san phim cudi cuing va thong sb khong quyét dinh 12 thong s6
c6 thé dugc kiém soat truc tiép trong pham vi x4c dinh hodc ¢o6 pham vi hoat dong
rong ma mot sy 1éch ra khoi didm thiét 1ap thi khong nghiém trong. Thong sd khong

quyét dinh giup kiém sodt cac théng sb quyét dinh trong pham vi x4c dinh.

Bang 16: Tom t4t vé cac thong s6 cua quy trinh x4y ra trong chai quay cho EU PRRS

94881 MLV.
Gisihan | Giéihan | Phamvidugc | Muc Quyét

Théong s duédi duoc | trén dugc chap nhéan ti€u dinh{khc‘)ng

thir thtr nghiém quyét dinh

nghiém
MOI 0,005 0,1@ 0,005 -0,3& 0,10 NC
Mat d6 nudi cdy | 7 X 106 2,0 X 107 7,0 X 106 té 1,0X NC
té bao trong mot | t€bao té bao # bao dén 107 té
chai quay 2,0 X107 té bao
bao

Thoi gian thu Ngay 5 Ngay 7 Ngay 5 —ngay | Ngay 5 Quyét dinh
hoach lan thir 7 PI -7P1 * &
nhat (ngay sau
khi gy nhiém)
Nhiét do NT 37°C 36 + 1°C 36°C NC
Thoi gian thu Ngay 2 Ngay 2 NT 2 Quyét dinh
hoach 1an thir hai
(ngay sau khi nap
lai nguyén li¢u)
Thdi gian thu Ngay 2 Ngay 2 2-3 2 Quyét dinh
hoach lan thir ba
(ngay sau khi nap
lai nguyén li¢u)
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¥ Tiéu chuln thu hoach 1dn th@r nhit duge quyét dinh béi thoi gian tiéu thy

hoan toan dextroza trong khoang thoi gian tir 5 dén 7 ngay PI.
# dua vao quy trinh théng thuong trong chai quay
@ thir nghiém & quy mo binh phan (mg sinh hoc 301, 3001 va chai quay
& thtr nghiém & quy mo binh phan Gng sinh hoc 301

Két luan

Su phat trién quy trinh xdy ra trong chai quay 13 thanh cong va tuong duong voi
quy trinh dd mo ta ¢ trén vé kha niang do TCID50/ml. Céc thong s6 quyét dinh mong
mudn cho H-I, H-II va H-III d3 dugc md phong thanh cong trong quy trinh xay ra

trong chai quay.

Cé4c phuong 4n uu tién cho quy trinh xay ra trong chai quay cho EU PRRS
94881 MLV nhu sau d6i v6i su nhan gidng virut, thu hoach I: Thanh phin moi truong
MEM c6 1,4g/1 natri bicacbonat; mat d§ nuoi cdy té bao & 1 x10”/chai quay Corning
850cm? c‘(') 400ml moi truong dugc tao huyén phit 20ml huyét thanh bao thai bo 5%
thé tich/thé tich (pham vi: 7 x10°- 2 x107/chai quay); nhigt do kiém soat & 36 + 1°C;
tbc d6 gia chai quay 1 0,5 vong/phut; va MOI dat dugc 12 0,1.

Pé dat tiéu chuin cho 1an thu hoach I, bét dau ldy mau dé do gian tiép dextroza
vao ngay SPL Lan thu hoach I nén dugc thyc hién khi ndng dd dextroza <0,1g/l ma
thuong xay ra & gifta 5 dén 7 ngay PI. Tuy nhién, néu 14n thu hoach thit hai dugce thyc

hién, nap lai nguyén liéu 14n thir nhét, thu hoach II.
II. Nap lai nguyén li¢u 13n thir nhét - thu hoach II:

Nap lai nguyén liéu ¢6 400ml méi truong MEM va 1,4g/1 natri bicacbonat dugc
tao huyén phi véi 20ml huyét thanh bao thai bo (5% thé tich/thé tich). Viéc nap lai
nguyén liéu vao dugc thuc hién & cung diéu kién nhu da thiét 14p cho méi truong thu
hoach 13n tht nhét (xem cac thong s6 thu hoach 1an thir nhét & trén). Duy tri kiém soét
nhiét do & didm cai dat 36 + 1°C. Téc do gia chai quay 1a 0,5 vong/phut.. Lan thu
hoach chét 16ng virut thtt hai dugce thuc hién vao ngay thr 2 sau khi nap lai nguyén
liéu vao.

III. Nap lai nguyén liéu 14n tht hai - thu hoach III:
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Nap lai nguyén liéu c6 400ml mdi trudng MEM, neomyxin va 1,4g/1 natri
bicacbonat duoc tao huyén phit véi 20ml huyét thanh bao thai bd da dugc chiéu xa
(5% thé tich/thé tich). Viéc nap lai nguyén liéu vao dugc thuc hién & cung diéu kién
nhu da thiét 1ap cho moi trudong thu hoach 14n th@ nhét (xem cac thong s6 thu hoach
1an th hai & trén). Duy tri kidm soat nhiét do & diém cai dat 36 + 1°C. Tbc @0 gia chai
quay la 0,5 vong/phut.. Lin thu hoach chét 1déng virut thit ba dugc thuc hign vao ngay

tht 2 sau khi nap lai nguyén liéu vao.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Phuong phép san xuét virut gay hdi ching r6i loan ho hép va sinh san & lon (porcine

reproductive and respiratory syndrome virus-PRRSV) trén quy mo thuong mai, trong

d6 phuong phép nay bao gdm cac budc:

a) gieo ddng thoi mot lugng 16n mdi truong nudi cdy véi dong té bao dong vat
¢6 vii ma d& dang bi nhiém PRRSV vao trong binh phén g sinh hoc va gy nhidm té
bao dong vat ¢6 v nay voi virut PRRSV;

b) nhan gidng virut trong khoang thoi gian tlr 5 dén 7 ngay sau khi gy nhiém;

¢) thuc hién budc thu hoach thi nhit bang cach ldy mdi trudong ra khoi binh
phan ting sinh hoc va phan 1ap céc virut da nhan gidng ra khéi do;

d) bd sung moi trudng vao binh phan ung sinh hoc & trén va nhan giéng virut
trong khoang thoi gian tir 1 dén 4 ngay;

e) thuc hién bude thu hoach thir hai bang cach 14y moi truong ra khoi binh phan
Grng sinh hoc & trén va phan l4p cac virut da nhan gibng ra khoi do;

f) bd sung mdi trudong vao binh phin Gng sinh hoc & trén va nhén gibng virut
trong khoang thoi gian tir 1 dén 4 ngay;va

g) thuc hién budc thu hoach thir ba bang cach 14y moi trudng ra khoi binh phan
{rmg sinh hoc va phén 14p céc virut da nhén gidng ra khoi do.

2. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 phuong phép nay bao gdm thém it nhét mét
budc nap lai nguyén liéu va thu hoach sau budc thu hoach thir ba bao gdm viéc bd |
sung moi trudng vao trong binh phén tng sinh hoc va nhan gidng virut trong khoang
thoi gian tir 1 dén 4 ngay va thyc hién budc thu hoach thir tu bang cach 14y moi trudng
ra khoi binh phan tng sinh hoc va phan 1ap virut da nhan gidng ra khéi do.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 do bdi nhiém (multiplicity of infection-MOI)
dat duogc nam trong khoang tir 0,01 dén 0,30.

4. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 té bao dong vat c6 va dugc nudi ciy & mat do
nam trong khoang tir 7 x 108 dén 1,0 x 10° trong mdi binh phan tmg sinh hoc 3001.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 mat d6 nudi chy té bao 1a khoang 1,0 x 10° trong
mdi binh phan g sinh hoc 3001
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6. Phuong phap theo diém 5, trong d6 viéc gay nhiém 12 khoang 7 x 108 hat virut trong
mbi binh phan tng sinh hoc 3001

7. Phuong phéap theo diém 1, trong &6 phuong phép nay bao gbm budc kiém soét nong
do dextroza trong moi trudng, trong d6 budc thu hoach thir nhét dugc thuc hién vao

ngdy thi nhat khi ndng d6 dextroza trong moéi trudong gidm con nh6 hon 0,1 g/l.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 budc thu hoach tht hai duge thyc hién trong 1

hodc 2 ngay sau khi nap lai moi truong.

9. Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc thu hoach thir ba duge thyc hién tir 1 dén 4

ngay sau khi nap lai moi truong 1an thit hai.

10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mdi truong nudi ciy dugc bd sung vao binh
phan tg sinh hoc vao ciing ngay trude khi bd sung dong té bao dong vat c6 va va

PRRS vao hoic vao ngdy trudc ngay do.

11. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mdi treong nudi cly dugc bb sung vao binh

phan g sinh hoc mdt ngay trudce khi bd sung dong té bao ddng vat c6 vi va PRRS.

12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do cua binh phan tng sinh hoc dugc dat
trong khoang tir 34°C dén 38°C.

13. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mdi truong dd néu chira huyét thanh bao thai
bo da chiéu xa 5% thé tich/thé tich.

14. Phuong phap theo diém 1, trong d6 virut PRRS dugc chon tir nhom bao gbm
ching PRRSV ECACC 11012501, ECACC 11012502, VR 2332, ching virut Lelystad
(Lelystad Agent (CDI-NL-2.91), hodc cac ching khac nhu chung dugc dua vao co 56
hiéu luu gitt ECACC 04102703, ECACC 04102702, ECACC 04102704, s6 hiéu luu
gitt CNCM 1-1140, s6 hiéu luu gitt CNCM 1-1387, s6 hiéu luu gitt CNCM 1-1388,
ATCC VR 2332, VR 2385, VR 2386, VR 2429, VR 2474 va VR 2402; CNCM I-1102,
CNCM I-1140, CNCM 1-1387, CNCM 1-1388, hodc ECACC V93070108; s6 higu hru
gitt ATCC VR-2332, s6 hidu luu giit ATCC VR-2368; ATCC VR-2495; ATCC VR
2385, ATCC VR 2386, ATCC VR 2429, ATCC VR 2474 va ATCC VR 2402.

15. Phuong phép san xuét ché phadm chira PRRSV trén quy md thuong mai, trong do

phuong phép nay bao gbm cac bude:
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a. gico dong thoi té bao dong vat c6 va d& dang bi nhiém PRRSV va PRRSV vao trong
binh phéan tmg sinh hoc chira méi truong phit hop cho sy phat trién cia té bao; va
b. thuc hién ba budc thu hoach li€n tiép, trong d6 PRRSV duogc thu hoach, trong do6
sau mdi 14n thu hoach tht nhét va thi hai, mdi trudng dugc bd sung lai, va trong do:

i. thuc hién bude thu hoach thu nhét vao ngay thir nhit ma ndng dd dextroza
trong moi trudng giam con nhé hon 0,1 g/l;

ii. thuc hién budc thu hoach thir hai 1 hodc 2 ngay sau khi bd sung moi trudong
vao sau buéc thu hoach thir nhat; va

ii. thuc hién budc thu hoach thir ba vao khoang tir 1 dén 4 ngay sau khi bb sung
moi trudng vao sau bude thu hoach thir hai.
16. Phuong phép san xuét virut gdy hoi ching rdi loan ho hip va sinh san & lon
(porcine reproductive and respiratory syndrome virus-PRRSV) trén quy mo thuong
mai, trong d6 phuong phap nay bao gdm céc buéc:
a) gieo ddng thoi lugng 16n moi trudong nudi ciy cing vé6i dong té bao dong vat c6 va
ma d& dang bi nhiém RRSV vao chai quay va gay nhi®m t& bao ddng vat co va véi
virut PRRSV;
b) nhan gidng virut trong khoang thoi gian tir 5 dén 7 ngay sau khi gy nhiém;
¢) thuc hién bude thu hoach 1in thtt nhét bang cach 14y moi truong ndy ra khoi chai
quay va phén 1ap cac virut dd nhén gibng ra khéi do;
d) bd sung mdi trudng vao chai quay va nhan gidng virut trong khoang thoi gian 2
ngay;
e) thuc hién budc thu hoach 1An thtr hai bing cach 14y mdi truong nay ra khoi chai
quay va phén ldp cic virut d& nhan gidng ra khoi do;
f) bd sung mdi trudng vao chai quay va nhén gidng virut trong khoang thoi gian 2
ngay; va
g) thuc hién bude thu hoach 1in thi ba bang cach 14y mdi trudng ra khoi binh phan

g sinh hoc nay va phan l4p céc virut da nhan gidng ra khoi do.
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FIG 1

Thiét 18p cla binh phan ung '
 sinh hoe 300L theo SOP 29-069 )

Chuyén 270-280L mdi-
» truong vao binh phin Umg
sinh hoc

Chuyén IFBS vao binh phan

. tng sinh hoc (5% thé tich
Thiét 14p binh phan Ung sinh : méi truong)
hoc: N
. Thu hoach té bao AK
glzil’gffg'ﬁo(’)b e v MA 104 tirchai
et do- 75,1 Chuyén té bdo AK-MA Roller
Dong khi: 2,0-3,0SLPM | ,
& . . 104 vao binh phén Ung
khudy 35 vong/phut sinh hoc
fﬁ Chuyén )
Chuyén virut vao 7,00x10E09 bao AK
Tinh toan thé tich binh phan ung MA104 véo chai bd sung
virut dya trén’ sinh hoc
MOI dat duoc.

Bb6 sung vao chai
b0 sung

Nhan gidng virut trong 5-7
ngdy, sau d6 thu hoach (thu
hoach lan thu' nhét)

Nap le}i nguyén lle_:u
Chuyén 270-280L moi trudng
vao binh phan L'mg sinh hoc )

Chuyén IFBS vao binh ph
ung sinh hoc (5% thé tich méi
trqong)

Nhén giéng virut trong 1-4 ngay, sau do
thu ’hoach (thu hoach 14n thi 2)

(ché d6 kiém sodt DO)

]

Nap lai nguyén ligu
Chuyén 270-280L méi truong cong voi 5%

IFBS vao binh phén g sinh hoc

v

-
<Nhan gibng virut trong 1-4 ngay, sau d6 thu »

hoa(;h (thu‘hoach 14n thir ba)
(Ché do kiém soat DO)
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FIG2

Nudi cdy té bao AK MA104 va nhiém
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FIG 6
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FIG7

& diéu kién vo trang, bd sung vao vt
chia v trung mdi truong MEM cong
voi IFBS (5% thé tich méi truong) sau
do bdsung cac tébio AK-MAI104.
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dat duoc 1a 0,1. Bd sung vao vét chira
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trong mot chai Roller
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MOI=0,1

U
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Gié Roller ¢ 0.3 vong/phiit
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ngdy, sau d6 thu hoach (thu!
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Gi4 Roller & 0,5 vong/phit

Chét lru thu‘ hoach
(thu hoach lan thir 2)

Nap lai nguyén liéu
Bb sung 400mL cdng 5% IFBS vao
chai Roller

U trong 2 ngay
Nhiét d6: 37,0+/- 1C
Gia Roller & 0,5 vong/phut

l

Chét Iwu thu hoach
(thu hoach lan thi 3)

-51-



20925

8/8

FIG 8
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