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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén cac k¥ thuit duoc st dung dé ngan ngira va kiém soat hoi
chimg rdi loan sinh san va hdé hdp & lon (Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome-PRRS) va cu thé hon 13, sang ché @ cap dén vacxin tai td hop chtra vecto
virut ¢6 trinh tu nucleotit ngoai sinh dugc xen vao ma hoa dbi véi protein ¢6 hoat tinh
khang nguyén khang virut PRRS va ta dugc dang long, chit bd tro va/hodc ta duge

dugc dung.
Tinh trang ky thuit cia sing ché

Virut gdy ra hoi ching rbi loan sinh san va ho hép & lon (Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome virus-vPRRS) 12 virut dugc bao mang thu¢c nhém ARN,
ho Arteriviridae, chi Arterivirus. Kich thudc ctia n khoang gan 460nm va hé gen virut
clia n6 bao gdm bdi soi ARN theo nghia duong tinh, ma din dén 7 khung doc mo
(ORF), ORFla, ORF1b, ORF2-ORF7, ma lan luot din dén sy lip rap cta 7 protein
chu trac (gp 2a, 2b — 5, M va N) va it nhét 13 protein khong c6 cdu truc (nsp la, nsp
1b- nsp 12), mdi protein ¢6 chirc ning dic hiéu tao ra vVPRRS. Virut nay thé hién tap
tinh didu bién mién dich khi nhifm mot cach chon loc dong té bao bach ciu don
nhén/dai thuc bao chiu trach nhiém bat dau dap tng mién dich va tham gia vao viéc
dinh huéng dap ung mién dich, khong ké cac yéu té khac. Virut ndy da chimg minh c6
kha nang lam thay d6i dép tmg mién dich bing cach lam giam sy tao ra gama
interferon (IFNy) va sau cung tao ra cac khang thé trung tinh va tao ra cic bay mién
dich (Yoo et al., 2009; Sang et al., 2009; Patel et al., 2009; Chen et al., 2009; Lalit,
2009). Do vPRRS c¢6 sy bién dbi khang nguyén & mirc cao, nén kho st dung phuong
phép truyén thdng dwa trén céc chién lugc tiém chiing khéc nhau dé chéng lai n6. Boi
vi didu nay, nhitng nd luc trén toan thé gidi da dwgc thuc hién dé phat trién kha ning
sinh hoc nhim chéng lai sy lan toa cia ldy nhiém va cic tdc dung cia nd, cic san
phém ctia cong ngh¢ di truyén cua virut,l 1a su lua chon t&t nhét dé dat dugc diéu nay

(Lara, 2010). Trong trudng hop ndy, cic ciu trac dudi phan ti virut ma cé thé tao ra
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loai bao vé bt ky cling duge nghién ciru, viéc sit dung ORF 5 va ORF 6 da thé hién
cac mong doi tdt bai vi chung c6 thé dap Ung, it nhit mot phén, dbi voi tinh ddc virut
(Kim et al., 2009; Zuckerman et al., 2007), véi diéu kién réng mién dich dat duoc véi
céc san phim sdng (sao chép) do chi c6 midn dich tao ra sy bao vé theo thir thach midn
dich, sy bao vé nay dugc xdc dinh boi mic do gidm su nhiém virut huyét sau thu
thach. Vao nam 2005, céc dot bién ORF 5 da dugc phat trién bing cach lam bién dbi
su glycosil hoa cta ching va chiing dugc thir nghiém nhu chét khang nguyén, cho biét
rang sy glycosil hoa thip GP5 lam tdng kha ning cia vVPRRS dé cam tmg khang thé
trung tinh in vivo (Ansari et al., 2005).

Trong truong hop cu thé ciia ORF 5, ving ndm trong khoang cac gdc axit amin
tr 1 dén 25 c6 tinh thay d6i & muc cao trong s0 cac thé phan lap & My va Chau Au,
trong khi viing siéu bién cta cac ving cta ching & méi luc dia duge phan nhom nim

trong khoang céc axit amin tir 26 dén 39, gén véi trinh ty dau cudi cua axit amin,

Su thay ddi trong trinh tw ORF 5 ¢6 thé din dén su bung nd bénh khong dién
hinh nhu hoi chirng sy thai va tir vong ¢ lon (swine abortion and mortality syndrome
(SAMS)), hoic hdi chimng “sét cao” duoc nhan thdy & Trung Quéc (Ferrari et al, 2003;
Martelli, 2003).

Hién nay, vacxin khang PRRS dugc thwong mai hoa chia virut bi giam doc luc,
tuy nhién, c6 bét 1oi 1 ¢6 kha ning 14y nhiém cho lon, din dén su phét trién bénh va
tdn hai mién dich, cha yéu 14 & cac dong vat non (naive) (d& bi nhiém & mirc cao ma
khong cin su phoi nhiém truéc); ngoai ra, da thé hién réng virut vacxin nay bi dét
bién va ty ban than n6 c6 thé tu tai td hop véi céc virut c6 trén canh déng, do d6 tao ra
cac bién thé di truyén méi cia virut. Tuong tu, cac nghién ciu d4 dugc thuc hién chi
ra rdng vacxin bj giam doc luc sdng 14 hoan toan khong c6 hiéu qua dé ngan ngra
bénh, ngoai ra, trudc ddy da chi ra ring céc khang thé khéng vPRRS c¢6 lién quan dén
cac co ché khuéch dai cua sy ting cuong phu thudc khang thé (ADE) va/hodc trong su
phat sinh bénh mién dich do vVPRRS giy ra (Thanawongnuwech and Suradhat, 2010),
ma ¢6 thé giy ra r%mg, trai v6i s mong doi, dong vét duge tiém ching trd nén dé bj

anh hudng boi bénh PRRS hon.
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Do céc van d¢ trén day, c6 vai patent da dé cap dén vacxin tai t& hop khang

bénh nay.

Patent My sb 7,722,878 bdc 16 vacxin tai to hop khang PRRS, gém co vecto
bao gém phén ORF 1 ctia vPRRS, don 1¢ hojc td hgp v6i ORF khéc. Cac vacxin nay
14 hitu ich d& cam ung dap tmg mién dich & dong vat va ngdn nglra va lam giam tinh
nguy kich va triéu ching cua tinh trang bénh do sy nhiém vPRRS giy ra. Dé xac dinh
hiéu qua cla cac vacxin nay, nhiéu tuong tdn phéi, ddc trung cia vPRRS, dugce do, dat

duoc su giam thuong ton phdi dén 47%.

Trong patent My s6 5,888,513, protein tai t6 hop tuong trng v6i ORF2 — ORF7
cia VPRRS dugc phén 14p ¢ Tay Ban Nha 1a dugc bdc 16, ma dugc tao ra trong hé biéu

hién baculovirut va c6 thé dugc st dung trong ché pham vacxin.

Cac cong bd don yéu ciu cép patent Trung Qubc sb CN1554766A va
CN1800375A mo ta vacxin tai td hop khang PRRS, ma st dung adenovirut lam vecto.
Tuong tu, cong bd don yéu ciu cip patent Trung Qudc s CN1778926A mo ta gen
dugc bién ddi ORF 5 cua vPRRS, ma c6 thé dugc st dung trong san xuét vacxin

khang bénh nay.

Trong patent My sb 7,041,443, virut, polynucleotit va polypeptit cia PRRS
kiéu chau Au duoc mo ta, ma c6 thé duoge sir dung trong san xuét ché phém gy mién
dich, ma bao gém trong vVPRRS dugc giam doc luc hoic dugc lam bat hoat bao gdm

polynucleotit dugc chon tir vai trinh tu.

Mit khéc, patent My sé 6,207,165 boc 16 cong thitc vacxin da hoa tri dé tiém
chiing cho lgn khéng céc chit mam bénh c6 lién quan dén céc bénh sinh san va/hodc
ho hip, mot trong sb chung 1a PRRS. Vacxin nay bao gdm it nhét ba loai vacxin, mdi
loai bao gdm plasmit va gen v6i héa tri mam bénh cho lon, ma trong truong hop cua

PRRS c6 thé 14 c4c gen E, ORF 3 hodc M.

Sau cung, patent My sb 5,998,601 boc 19 trinh ty nucleotit ctia ching VR-2332
ciia VPRRS, ma c6 thé ma hoa dbi véi ORF hodc doan cta no, cling nhu cac vacxin

thu dugc tir do.
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Khoéng ké dén nhitng van deé trén day, mic du vacxin dugc mo ta trong linh vuc
nay co tac dung lam gidm tdc dung ctia bénh, dén nay murc bao vé khang vPRRS ma 1a

da dé kiém soat bénh ¢6 hiéu qua van chua dat dugc.
Ban chit ky thuit cia sang ché

De khac phuc cdc han ché cla k¥ thudt hién nay, muc dich cua sang ché 1a dé
xudt vacxin tai to hgp chira vecto virut ¢6 hiéu qua khang hoi ching rdi loan sinh san

va ho hdp & lon (PRRS).

Muc dich khéc ctia sang ché 1a d& xuét vacxin téi td hop chira vecto virut khang
PRRS, tao ra dép ung mién dich nhanh hon so v6i vacxin chu yéu tao thanh tir virut

PRRS toan phan.

Muc dich khéac cua sang ché 1a dé xuat viéc st dung vacxin tai to hop chua

vecto virut dé kiém soat PRRS.

Muc dich khic ctia sdng ché 1a dé xuat cdu tric cua vecto virut cé trinh tu
nucleotit ngoai sinh dugc xen vao ma héa protein c6 hoat tinh khang nguyén khang

virut PRRS.

Tém lai, vacxin tai td hop dugc tao ra bao g61n vecto virut ¢ kha nang tao ra
dap tng mién dich cua té bao do su san xuét cua alpha va/hodc gama interferon dugc
gia ting va c6 kha ning sao chép nhanh chéng, tdt hon 1a dya trén virut gdy bénh
Newcastle, ¢6 trinh tu nucleotit cia PRRS dugc xen vao duogc chon tir ORF 5, ORF 6

va céc td hop cua ching va ta dugc dang 1dng, chét bd tro va/hodc t4 duge dugce dung.
MBS ta vin tit cic hinh vé

Céc khia canh méi xét dén cac dic diém cua sang ché s& dugc thiét 1ap mot
cach dac bi€t trong cdc diém yéu cau bao hd kém theo. Tuy nhién, mot s6 phuong an,
déu hi€u va mot s muc dich va thudn lgi cua nd, s& dugce hiéu tot hon trong phan md

ta chi tiét sang ché, khi m6 ta kém tham chiéu dén céc hinh v& kém theo, trong do:

Fig.1 thé hién thé trong dat dugc & lon dugce gdy mién dich béng vacxin dugc

lam bét hoat khang PRRS theo sang ché so voi vacxin c¢6 bén trén thi truong.
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Fig.2 thé hién thé trong dat duoc & lon dugc gdy mién dich bing vacxin sdng

khédng PRRS theo séng ché so v6i vacxin c6 ban trén thi truong.
MG ta chi tiét sang ché

Trong khi phat trién sang ché, ngac nhién 13, c4c tac gia sang ché da phat hién
ra ring vacxin tai td hop bao gdm vecto virut c6 kha nang tao ra dap ng mién dich
ctia t& bao do sy san xuét cia alpha va/hodc gama interferon dugc gia ting va c6 kha
nang sao chép nhanh chéng, c6 trinh tu nucleotit ngoai sinh dugc xen vao ma hoa dbi
Vi cdc vi tri khang nguyén ctia virut PRRS (VPRRS) va td duge dang 16ng, chit b6 tro
va/hodc td dugc dugc dung, tao ra sy bao vé thich hop khang hoi chimg rdi loan sinh

san va ho hap & lon.

Vecto virut nay dugc st dung ¢6 thé 1a séng (hoat dong) hodc duoc lam bét
hoat (chét). Sy 1am bét hoat cin duoc hidu rang virut tai td hop cé tac dung nhu vecto
virut va ¢6 trinh tu nucleotit ma hoa cac vi tri khang nguyén cia vPRRS d3 bi mét kha
ning sao chép. Sy lam bat hoat dat duoc bing quy trinh vat ly hodc hoa hoc da dugc
biét dén trong linh vuc nay, tét hon 1a bing cach lam bAt hoat hoa hoc bing
formaldehyt hogic beta-propiolacton (Office International des Epizooties 2008).
Newcastle Disease. OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals. Office International des Epizooties. France, p. 576-589). Trai lai, “virut hoat

dong hodc song” can dugc hi€u rdng n6 van giit lai kha ning sao chép cua no.

Tét hon 13, vecto virut dugc st dung la paramyxovirut, dugc chon tur
paramyxovirut bit ky, bao gdm kiéu huyét thanh, kiéu gen hogc kiéu di truyén bét ky,
bao gdm cac virut thé doc luc thp, trung binh va cao. Tuong tw, c¢6 thé st dung
paramyxovirut ma cdc k§ thuét di truyén nguoc c6 thé duoc thuc hién dé loai bd
phenylalanin ra khoi vi tri 117, va axit amin bazo ra khoi vi tri gén voi vitri Q114, ma
tao ra kha ning gay bénh dbi véi paramyxovirut, hoic paramyxovirut bao gdm & chim
bi nhiém chi Avulavirus, nhu virut gdy bénh Newcastle hoic virut Sendai. Tét hon nita
13, vecto virut 1a virut gdy bénh Newcastle, t5t hon 12 vecto virut nay dugc chon tur cac
chung thé doc luc thép hodc doc luc trung binh, nhu cic chung LaSota, B1, QV4,

Ulster, Roakin, Komarov. Tét hon, virut tai td hop 1a tir ching LaSota.
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Déi véi trinh ty nucleotit ma hoa cac vi tri khiang nguyén cia vPRRS, theo k§
thuat hién nay, vai trinh ty ORF da dugc md ta, nhu cac trinh tu cia ORF 5 va ORF 6,
ma c6 thé dugce si dung dé tao ra cac vacxin khang PRRS, nhu cac vacxin dugc mo ta
trong cac patent My s6 5,885,513 va 7,041,443, va trong cdng bd don yéu ciu cép
patent Trung Qudc sb CN1778926A. Trong trudng hop cia sang ché, cac trinh tu
nucleotit dugc st dung 1a duge chon tir cac trinh ty duwgc md ta trong SEQ ID NO:1

(ORF 5), SEQ ID NO:2 (ORF 6), va cée t& hop cia chung.

Vecto virut cua vacxin cia sang ché c6 thé duoc tao ra béng cach khuéch dai
bdi PCR trinh ty nucleotit quan fAm ma s& duoc xen vao sau d6, khi duoc khuéch dai,
vao vecto virut paramyxovirut. Viéc xen vao nay dugc thuc hién bing cach sir dung
céc k¥ thuat tach dong chuén cuia sinh hoc phan tt. Do d6, dong bi 1y nhiém thu dugc

dugc lay truyen vao trong moi trudng nudi cay t€ bao dé tao ra virut tai to hop.

Virut sao chép trong hé bit ky thich hop dbi v6i su phat trién cta no, nhu phoi
ga SPF hoic céc dong té bao ¢6 ban trén thi truong hodc cac dong té bao duoc thiét ké
riéng dé phat trién virut, cho dén khi dat dén nbng do virut can thiét dé dat duoc dap
tmg khang nguyén, t6t hon 1a ndm trong khoang tr 10%° dén 10'*° DIEP50%/mL, tét
hon nita 13 ndm trong khoang tir 10*° dén 10°° DIEP50%/mL. Theo phuong 4n vé
vacxin séng, né duge st dung mot cach tw nhién virut hoat dong vacxin thé doc luc
thdp hoidc duge lam giam ddc luc bing cac quy trinh da dwoc biét dén trong linh vuc
nay. Mit khac, khi vacxin dwgc lam bat hoat, khi dat dén ndng do virut can thiét dé dat
dugc dap tng khéng nguyén, thi virut duoc lam bét hoat. Tt hon 13, viée 1am bét hoat
ndy dugc thuc hién bing cac quy trinh vat 1y hodc hoa hoc da dugc biét dén trong linh
vuc nay, tt hon 1a bﬁng cach lam bét hoat hdéa hoc bf?lng formaldehyt, beta-

propiolacton hodc etylenamin nhi phan (B.E.L).

Tét hon 14, ta duge dang 16ng dugc dung ding cho vacxin cta sang ché 1a dung
dich trong nuéc hodc nhii twong. Tét hon nita 13, dwoc wu tién ring ta duoc dang 16ng
dugc str dung 1a nhii tuong nude-dau, diu-nude hodc nude-dau-nude (WOW), tét hon
1a nhil trong nude-dau-nuée. Bi véi viee si dung vacxin, viéc nay co thé duoc thuc
hién qua dudng trong co, trong mili, duéi da, bing cach nho giot, phun hodc trong

nude udng, trong mdi trudng hop bing cach st dung céac phuong tién va dang thich
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hop d6i véi lon va phu thude néu né 1a vacxin séng ho#ic vacxin dugc lam bit hoat; tdt
hon 12 dugc dung qua dudng trong co hodc trong mili, tot hon nita 12 qua duong trong

Co.
Vi du thye hién sang ché

Sang ch€ s& dugc hicu tot hon dua trén cac vi du sau day, cac vi du nay chi
nhdm muc dich minh hoa va cho phép viéc hi€u tot hon cac phuong an dugc wu tién
cua sang ché, ma khong c6 nghia rang cac phuong an dang ton tai khong dugc minh

hoa khac c¢6 thé dugc thuc hién dua trén phan mb ta chi tiét trén day.

Vidu1l
San xuit vecto Newcastle LaSota

Pé tao dong, hé gen cda virut Newcastle, chiing LaSota, va dé tao ra vecto virut
nhu vay, dau tién vecto trung gian dugc tao ra, dugc goi la “pSL1180NDV/LS”. Sau
do, tién hanh tach ARN toan phin cia virut cta ching Newcastle LaSota bang phuong
phap triazol. Tir ARN duoc tinh ché, viéc téng hop ADN bd tro (ADN bd trg) cia hé
gen virut duge thuc hién, bing cach sir dung ARN toan phan da tinh ché trude lam
khudn miu. Véi muc dich tao dong tit ca gen tir hé gen Newcastle (15, 183 cdp bazo
(bp)), 7 doan véi cac dau cudi “chdng 1én nhau” va cac vi tri giéi han ¢b két duoc
khuéch dai bang PCR. Poan 1 (F1) bao gdm cac nucleotit (nt) tr 1 dén 1755, F2 bit
dau tir nt tir 1 dén 3321, F3 bao gdm nt tir 1755 dén 6580, F4 bit dau tir 6,151 dén
10,210, F5 bao gdm tir nt tir 7,381 dén 11,351, F6 bat dAu tir 11,351 dén 14,995 va F7
bao gdm tir nt tir 14,701 dén 15,186. Tap hop gdm 7 doan dugc tao ra bén trong vecto
tao dong dugc goi 14 pGEM-pSL1180 bing cach sir dung cac k¥ thuét lién két chudn,
ma cho phép xdy dung lai hé gen Newcastle LaSota, ma sau khi tao dong co6 vi tri gi¢i
han don Sacll, nim trong khoang tlr cac gen P dén M va 1a hiru ich dé tao dong gen

quan tdm bét k¥ trong viing vecto virut nay.
Vidu 2

Tao dong gen ORF 5 va ORF 6 tir vPRRS

Dé tao dong cac gen ORF 5 va ORF 6 tir vPRRS, dich chiét ARN toan phén cua
virut duge thuc hién bing phuong phap Triazol. Sau d6, ARN toan phan dugc tinh ché
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ndy duoc st dung dé téng hop ADN bb trg (ADN bd trg) va bing k¥ thuat PCR, cac
gen tr PRRS virut dugc khuéch dai bing cach st dung céc oligonucleotit dac hiéu.
Céc gen ORF 5 va ORF 6 dugc xen sau d6 vao vecto pJET fermentas bang cach sir

dung c4c k§ thuit tao dong chuén, do d6 thu dugc plasmit: pJETORF5/ORF6.
Vidu3

Tao dong cac gen ORF S va ORF 6 tir vPRRS trong vi tri Sacll ciia vecto
pSL1180 NDV/LS dé tao ra plasmit pNDV-LS(wt)Orf5/6

A: San xuht vecto trung gian plntNhe

V61 muyc dich dua vao céc trinh tu phién ma tir Newcastle dugce goi 1a GE/GS &
diu cubi 5° cla céc gen ORF 5 va ORF 6, vecto trung gian mdi dugc xdy dung, duoc
goi 1a pIntNhe, bing su khuéch dai ban diu PCR cac trinh tv GE/GS, ldy hé gen

Newcastle 1am khudn mAu va sau d6 xen trinh tw nay vao pGEM-T.

B: Tao dong phu cia cic gen ORF 5 va ORF 6 vao vecto plntNhe

plntNhe plasmit dugc phan cit bang Spel-Hpal va sau d6 dugc tao dong thanh
plntNhe, thu dugc plasmit plnt Nhe 56.

C: Tao dong phu cia GE/GS-ORF5/6 vao vecto pSL1180NDV/LS

Plasmit pINTNhe 56 dugc phan cit bing cic enzym Nhel va PSL1180 NDV/LS
plasmit dwgc phdn ct bing Sacll; cac san phdm phan cét dugc cao bo dé dé lai vi tri
lién két tvong thich va viing GE/GS-ORF5/6 dugc tinh ché va duge xen vao vi ti Sacll
ciia pNDV/LS, do d6 thu duge dong lay nhiém duoc goi 1a pNDV-LS(wt) Orf5/6.

Vi duy 4

San xuét virut tai t6 hgp rNDV-LS(wt)Orf5/6 trong mdi truong nudi cdy té bao
Céc té bao Hep-2 va A-549 diu tién duoc gdy nhibm véi virut MAV-7 véi s6

1an gdy nhidm (MOI) 1 1. Sau khi u trong 1 gio & 37°C trong khi CO, 5%, té bao

duoc 1y truyén véi 1 microgam (pug) ADN tir dong pNDV-LS(wt) Orf5/6, cung voi

0,2ug ADN tir cac plasmit biéu hién pNP, pP va pL, ma ma hoa cac protein cua virut

P, NP va L, cin thiét d6i véi qué trinh san xudt tai td hop trong cé hai loai té bao. Bén

-0-



21689

muoi gior sau khi 13y truyén, virut tai td hop thu dugc & ca hai loai té bao dugce thu
hoach va dugc tiém vao phoi ga SPF 10 ngay tudi dé khuéch dai virut duoc tao ra.
Chét 16ng dang niéu nang dugc thu hoach dugc chuin do béng thtr nghiém dia trong té

bao Vero, do d6 tao ra virut tai t6 hop cubi cing, dugc sir dung dé tao ra vacxin.
Vidu 5

Phuwong phap san xuét vacxin véi virut tai t hop Newcastle LaSota ¢6 doan xen

vao ORF 5 va ORF 6 tir vPRRS: pNDV-LS(wt)Orf5/6vac

Bit dau tir c4c giéng san xuit, trimg c6 phoi clia ga, khong chira mam bénh dic
hiéu (SPF), dugc tiém truyén véi lidu lay nhiém dwge xéc dinh truge. U phéi & 37°C
trong 72 gio, sy tit vong duge kiém tra hing ngay. Sau thoi gian nay, phdi séng duogc
lam lanh tir mot ngay dén ngay tiép theo, tot hon 1a 24 gio, chét 16ng dang niéu nang
chtra amino (FAA, theo chir viét tit tiéng Téay Ban Nha cta nd) dugc thu hoach trong
céc didu kién vo tring va dugc gan bang cach ly tim. FAA duoc thir nghiém dé xac

dinh d¢ tinh khiét, tinh bat thu va do chudn DIEP cta né.

Céc vacxin hoat dong va bit hoat dugc tao ra trong nhil twong loai nudc-dau-
nude. Dé tao ra pha dau, mubi khoang va chét hoat dong bé& mit thude loai Span 80 va
Tween 80 dugc sir dung. Pé tao ra pha nuéc, FAA dugc tron véi dung dich bédo quan
(thimerosal). P& tao ra nhii twong, pha nuéc duge bd sung mdt cach tir tr vao pha dau
kém khuéy ¢ dinh. Thiét b déng nhét hoic may xay dang keo duoc sir dung dé dat

dén kich co hat dugc xac dinh.

Céac vacxin trén ddy duogc bao ché dé thu dugc tbi thidu 10%° DIEP50%/0,5mL,

dé sir dung liéu 2,0mL/lon.

Theo quy trinh dugc mo ta trén day, vacxin thir nghiém téi td hop dugc tao ra
trong vecto (pSL1180 NDV/LS) véi cac gen ORF 5 va ORF 6, dugce goi 1a pNDV-
LS(wt)/Orf5/6 vac, ma dugc thit nghiém & dang séng ma khong cin chat bé tro (Vidu
5A), & dang séng v6i chét bd tro nude-dau-nude (Vi du 5B), va ¢ dang bét hoat véi
chét bd trg nude-diu-nuée (Vi du 5C), dugc 4p dung theo hai lidu trong tat ca cac

truong hop.

Vidu6
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Danh gia hiéu lye ciia vacxin tai td hop pNDV-LS(wt)/Orf5/6 vac in vivo

Dé€ xac dinh hi€u qud cta vacxin cia sdng ché va dé xac dinh rang vacxin nay
¢ the c6 hiéu qua hon so véi vacxin ¢6 ban trén thi truong (duoc dp dung theo 1 liu),

hiéu qua cta ndé dugc thtr nghiém.

Virut hoat dong chua mam bénh ctia PRRS dugc st dung, vai lidu 100
DICC50%mL/45 phut, dé thtr thach trong cac thtr nghiém khac nhau dé xé4c dinh hiéu

qua cua vacxin.

Cubi cung, 104 con lon SPF, tir 3 dén 5 tudn tudi, dwoc sir dung, ma duoc danh
ddu & tai hai 1an véi sb luong riéng r€&, dugc x4c dinh trong lwgng va dugc chia mot

cach ngﬁu nhién thanh 9 nhom diéu tri, theo Bang 1.

Bang 1. Cac nhom didu tri

ESA (vacxin sdng), | ESB E5C Poi Khéng Téng s6
2 lidu vacxin séng v6i | vacxin dugc l1am bét chiing duoc tiém
chét bd tro, 2 lidu hoat v6i chét bd trg, | 4m tinh | ching tao
2 lidu thir  thach
Ky hiéu | Thi Ky higu | Thir Ky higu | Thu (dbi chimg
béo nghiém | bao nghi¢m | béo nghiém duong
tinh)
Pbi chimg NA NA NA NA NA NA 10 NA 10
am tinh
pNDV- 3 10 3 10 0 10 0 3 39
LS(wt)Orf5/6
vac
Ingelvac® 3 10 NA NA NA NA 0 3 16
PRRS MLV
(1 lidu don
1)
Tbng sb 6 20 3 10 0 10 10 6 65

Céc con lgn dugc tha vao cac phong tach biét véi 4p sudt 4m va duogc cho thich
nghi trong 3 ngay trude khi didu tri. Dbi v6i tit ca cac nhom, cac con lgn nay dugc cho
an voi thire dn ¢6 bén trén thi truong va nuc’ré ubng dung trong gia dinh duoc cung cip
tw do; ca thirc #n va nuéc ubng khong chira chit phu gia va/hodc cht khéng sinh.
Twong tu, cac hé thng loc khong khi va bit kin khong khi duoc dat vao trong mdi
phong. Céc con lon duge giy mién dich vao ngay 0 va ngay 14 bing vacxin cla sang
ché, thu dugc theo cac Vi du tir SA dén 5C (pPNDV-LS(wt)/Orf5/6 vac), va bing cich

st dung 2,0mL/liéu dung cho lon. Nham muc dich so sanh, nhém khac duoc gdy mién
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Nhu ¢6 thé dugc nhin thiy, v6i viée ding vacxin pNDV-LS(w)Orf5/6 vac &
céc dang bién thé khac nhau cia n6 (séng, sbng voi chit bd tro va duge 1lam bét hoat
v6i chét b trg), né c6 thé lam giam ty 16 phin trdm thuong tdn phdi dén 67%, khi
duoc so voi dbi ching duong tinh, trong khi ty 16 phan tram thuong tén phdi bi ting
khoang 30% so v6i ddi chung duong tinh bing cach st dung vacxin c¢6 ban trén thi
truong. Pidu nay phu hop thuong tdn duge béo céo trude day (Thanawongnuwech and
Suradhat, 2010).

Huvét thanh hoc

Céc mau mau thu dugc tir cac dong vét & tit ca cac nhom dugc st dung dé tién
hanh cac thir nghiém huyét thanh, bing cach lya chon cac miu tuong tmg véi viée 1ay
mau co ban, vao ngdy trude thir thach va vao ngay bi giét. Cac thur nghiém chuyén hoa
huyét thanh duoc thuc hién béng cach st dung ELISA Herd Check PRRS 2XR cua
IDEXX theo huéng din ctia nha san xuit. Cac két qua phat hién duoc duge thé hién

dudi day:
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Béang 3. Ty 1é phan traim chuyén hoa huyét thanh

Diéu tri Co ban Trudc thir thach Khi b giét chét
P6i chimg 4m 0% 0% 0%

tinh

ESA (pNDV- 0% 0%
LS(wt)/Orf5/6 vac

sdng), 2 liéu

ESB (pNDV- 0% 0% 0%
LS(wt)/Orf5/6 vac

sbng + chét bd
trg), 2 lidu
ESC (pNDV- 0% 0% 0%
LS(wt)/Orf5/6 vac
duoc 1am bat hoat
+ chét bd trg), 2

licu

Ingelvac PRRS 0% 80% 100%
MLV

Ddi ching duong 0% 0% 0%
tinh

Céc két qua trén day thé hién rang, theo cac két qué dugc mong doi, trong viéc
ldy mAu co ban, tit ci cac con lon SPF 1 4m tinh. Vao luc thtt thach, chi nhém duoc
chuyén héa huyét thanh 1a nhém dugc gdy mién dich bing vacxin Ingelvac PRRS
MLV, trong khi khong c6 su chuyén héa huyét thanh nao duoc phat hién & bit ky
trong s& cac nhom dugc gdy mién dich bang vacxin cua sang ché. Két qua nay c6 dugc
1a boi vi kit ELISA ¢6 ban sén trén thi trudng chi phat hién dap tng khang thé khang
nucleocapsit protein dugec ma héa béi ORF 7, ma khong c¢6 mit trong bét ky vacxin

nao trong sO vacxin cta cac Vidy tr SA dén 5C.

Péi v6i thoi gian giét, c6 thé nhin thdy ring nhom duoc tiém ching bing
vacxin ¢6 ban trén thi trudng gitt lai huyét thanh duong tinh va phin con lai cua cac
nhém huyét thanh 4m tinh, didu nay c6 thé 1a do thoi gian ngén trdi qua giita thir thach
va bi giét va thoi gian chuyén hoa huyét thanh cta virut tao ra thir thach mién dich
dugc st dung la khong dt. Tuy nhién, sw ¢6 mit cta virut & tit ca cac nhom duoc thi

thach dugce xac nhén béi cac thir nghiém PCR.
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Tuong ty, v6i muc dich phat hién sy chuyén héa huyét thanh dbi véi pNDV-
LS(wt)Orf5/6 vac theo cdc phuong 4n khéc nhau clia n va bang cach sir dung cac mau
huyét thanh dugc ké dén trén day, thu nghiém HI dugc chay bing cach sir dung

phuong phap dugc mod ta trude day. Cac két qua thu duge duge thé hién trong Bang 4.

Béng 4. TY 18 phén tram ctia su chuyén héa huyét thanh boi thi nghiém
HI d6i v6i pNDV-LS(wt)Orf5/6 vac

Diéu trj Co ban Trudc thir thach Khi bi giét chét
D6i ching 4m tinh 0 0 0
ESA (pNDV- 100 (1:146) 100 (1:272)
LS(wt)/Orf5/6 vac
sdng), 2 lidu
ESB (pNDV- 0 100 (1:162) 100 (1:182)
LS(wt)/Orf5/6 vac
song + chit bd
trg), 2 lidu
E5C (pNDV- 0 100 (1:514) 100 (1:58)
LS(wt)/Orf5/6 vac

duoc lam bét hoat
+ chét bb tro), 2

lidu
Ingelvac PRRS 0 0 0
MLV
Pbi ching duong 0 0 0
tinh

“Nhu c6 thé théy, vao lac bét dau thir nghiém, lon SPF la 4m tinh hoan toan dbi
voi vacxin pNDV-LS(wt)Orf5/6 vac trong cac phuong é4n khac nhau ctia n6 (ESA-
E5C). Tuy nhién, vao lic trude thir thach, sy chuyén hoa huyét thanh hoan toan duoc
tim thdy & cac nhém duoc tiém chung bing vacxin ciia sang ché, 1a 100% dong vat
duoc tiém chung huyét thanh dwong tinh v6i cic do chudn khang thé khac nhau theo
diéu tri dugc st dung, trong khi dbi ching am tinh, d6i chimg duong tinh va duoc gy
mién dich bing cdc nhém vacxin ¢ ban trén thi truong con lai huyét thanh 4m tinh. O
ltc bi giét, xu huéng tuong ty dugc nhin théy, cu thé 13, cac nhom dugc tiém chung
bing pNDV-LS(wt)Orf5/6 vac duy tri 100% sw chuyén héa huyét thanh ¢ 100% dong

vat va phan con lai cda nhom con lai m tinh.
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Phén md ta trén day the hién hiéu qua cla su lya chon vecto virut ¢6 kha nang
tao ra dap img mién dich cla té bao do sy san xuat interferon alpha va/hodc gama gia

tang va c6 kha ning sao chép nhanh chdéng, do dung dich tao ra vacxin c¢6 hiéu qua.

Kha ning phat trién

V61 muc dich chiing minh sy phat trién dat dugc, lon dugc xac dinh trong
lwong mot cach riéng ré vao lic bt diu, trong thoi gian va khi két thic nghién ciu
trén xéc. Nhu ¢6 thé duge nhin thy trong Fig.1, ¢ su gia ting khong dang ké vé trong
lugng dat dugc (w) cia lon khi st dung vacxin cia Vi du 5C (pNDV-LS(wt)Orf5/6

vac dugc lam bat hoat bang chat b trg), duoc so voi vacxin ¢ ban trén thi truong.

Mit khac, d6i véi lon duoc gy mién dich bang vacxin séng (Fig.2), dwoc nhin
thdy ring trong lugng dat dugc cia dong vat dwoc tiém ching bing pNDV-
LS(wt)Orf5/6 vac, ¢6 va khdéng c6 chét bd trg, 13 cao hon mdt cach dang ké so véi

vacxin ¢6 ban trén thi truong.

Céc thir nghiém ndy x4c nhan sy thanh céng cua sang ché, do n6 da ching minh
dwoc ring vacxin cua sang ché thé hién sy t6t hon ro rang & thoi gian chuyén hoa so
véi vacxin ¢ bén trén thi trudng, nhd dé dat duge muic bao vé t6t hon, quan sat dugc
ty 1& cac thuong ton phdi & lon giam dang ké. V& vén dé nay, su cai thién v& cac tham
bién ning xuét dat dugc dugc so voi cac dong vat khong duoc ti€ém chung. Tuong tu,
dap ung huyét thanh c6 thé do khac véi dap Gmg duge tao ra béi virut gdy bénh & canh
ddng hodc vacxin hoat dong c6 ban trén thi trudng dang ton tai dugc cam Ung, ma co
nghia ring vacxin tai t6 hop cua sang ché dap ung tham bién 14 DIVA (Su phéan hoa

dugc l1ay nhiém tlr cic dong vat duoc tiém ching).

Mic du cédc phuong 4n cu thé cla séng ché da dugc minh hoa va dugc mo ta,
nhung cin nhin manh ring c6 thé ¢6 nhidu cai bién xay ra, nhu c6 thé 1a virut duge str
dung lam vecto virut va loai nhii tuong hodc ta4 dugc dang 16ng dugc st dung. Do do,
sang ché s& khong dugc cho 12 bi giéi han ngoai trir bdi tinh trang k§ thuat va boi céc

dieém yéu cau bao hd kem theo.
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YEU CAU BAO HO

1. Vecto virut ¢6 kha ning tao ra dap mg mién dich cia t& bao & lon, trong do vecto
virut nay 1a paramyxovirut bao gdm trinh tu nucleotit ngoai sinh chra ORF 5 va ORF

6 cua virut PRSS.

2. Vecto virut theo diém 1, trong d6 paramyxovirut duoc chon tir paramyxovirut bét
ky bao gém kiéu huyét thanh, kiéu gen hoic kiéu di truyén bat ky, bao gdm céc virut
thé doc luc thép, trung binh va cao; paramyxovirut ma céckif thuat di truyén nguoc ¢
thé duoc thuc hién dé loai bd phenylalanin ra khoéi vi tri 117, va axit amin bazo ra khoi
vi tri gdn v&i vi tri Q114 ma tao ra kha ning gy bénh dbi voi paramyxovirut; hodc

paramyxovirut bao gdm chi Avulavirus & chim bi nhiém.

3. Vecto virut theo diém 2, trong d6 paramyxovirut dugc chon tir virut gdy bénh

Newecastle va virut Sendai.
4. Vecto virut theo diém 3, trong d6 paramyxovirut 12 virut gdy bénh Newcastle.

5. Vecto virut theo diém 4, trong do virut gdy bénh Newcastle dugc chon tir céc ching

LaSota, B1, QV4, Ulster, Roakin va Komarov.

6. Vecto virut theo diém 1, trong d6 ORF 5 ¢6 trinh ty SEQ ID NO:1 va ORF 6 ¢6
trinh tu SEQ ID NO:2.

7. Vacxin khang PRRS tai t& hop, trong dé vacxin nay bao gém vecto virut chia
paramyxovirut bao gdm trinh tw nucleotit ngoai sinh chira ORF 5 va ORF 6 cua virut
PRSS va t4 dugc dang léng, chét bd tro va/hodc ta duge dugc dung, trong do6 vecto

virut paramyxovirut ndy c¢6 kha ning tao ra dap img mién dich cua té bao ¢ lon.
8. Vacxin theo diém 7, trong d6 paramyxovirut 1a séng hodic duge lam bét hoat.

9. Vacxin theo diém 8, trong d6 paramyxovirut dugc chon tir paramyxovirut bét ky
bao gdm kiéu huyét thanh, kiéu gen hoic kiéu di truyén bit ky, bao gdm céc virut thé
doc luc thip, trung binh va cao; paramyxovirut ma cac ky thuét di truyén nguoc co6 thé

duoc thuc hién dé loai bd phenylalanin ra khoi vi tri 117, va axit amin bazo ra khoi vi
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tri gan v6i vi tri Q114 ma tao ra kha ning gdy bénh dbi véi paramyxovirut; hosic

paramyxovirut bao gom chi Avulavirus & chim bi nhiém.

10. Vacxin theo diém 9, trong d6 paramyxovirut dugc chon tr virut gdy bénh

Newcastle va virut Sendai.
11. Vacxin theo diém 10, trong d6 paramyxovirut 1a virut gay bénh Newcastle.

12. Vacxin theo diém 11, trong d6 virut gy bénh Newcastle dugc chon tlr cac ching

LaSota, B1, QV4, Ulster, Roakin va Komarov.

13. Vacxin theo diém 7, trong d6 ORF 5 c6 trinh ty SEQ ID NO:1 va ORF 6 ¢6 trinh
tu SEQ ID NO:2.

14. Vacxin theo diém 7, trong d6 tt hon 14, ta dugc dang 16ng dugc dung la dung dich

trong nudc hodc nhil tuong.

15. Vacxin theo diém 14, trong d6 ta dugc dang long dwoc dung duoc chon tir nhil

tuong nude-dau, dau-nude hodc nude-dau-nude.

16. Vacxin theo diém 15, trong d6 ta dugc dang long duge dung la nhil tuong nude-

dau-nudec.

17. Vacxin theo diém 7, trong d6 ndng do virut cin thiét d& dat duoc dap ung khang

nguyén nim trong khoang tir 10%° dén 10'*° DIEP50%/mL.

18. Vacxin theo diém 17, trong d6 ndng dd virut cin thiét dé dat duogc dép Ung khang

nguyén nim trong khoang tir 10%° dén 10°° DIEP50%/mL.
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DANH MUC TRINH TU

<110> NGUOI NOP DPON: LABORATORIO AVI-MEX, S.A. DE C.V.

<120> TEN SANG CHE: VECTO VIRUT CO KHA NANG TAO RA PAP UNG MIEN
DICH CUA TE BAO O LON VA VACXIN KHANG PRRS TAI TO HQP

<160> s6 TRINH TU SEQ ID NOS: 2

<170> PHAN MEM: PATENT-IN 3.5

<210> THONG TIN OI VOI SEQ ID NO: 1

<211> CHIEU DAI: 600

<212> KIEU: ADN

<213> SINH VAT: Virut gdy ra héi chung rdi loan sinh san va hd hép
& lon

<400> SEQ ID NO: 1

atgttggaga aatgcttgac cgcgggctgt tgctcgcgat tgctttcttt gtggtgtatc 60
gtgccgttct gttttgctgt gctcgccaac gccagcaacg acagcagctc ccatctacag 120
ctgatttaca acttgacgct atgtgagctg aatggcacag attggctagc taacaaattt 180
gattgggcag tggagagttt tgtcatcttt cccgttttga ctcacattgt ctcctatggt 240
gccctcacta ccagccattt ccttgacaca gtcgectttag tcactgtgtc taccgccggg 300
tttgttcacg ggcggtatgt cctaagtagc atctacgcgg tctgtgccct ggctgcgttg 360
acttgcttcg tcattaggtt tgcaaagaat tgcatgtcct ggcgctacgc gtgtaccaga 420
tataccaact ttcttctgga cactaagggc agactctatc gttggcggtc gcctgtcatc 480
atagagaaaa ggggcaaagt tgaggtcgaa ggtcatctga tcgacctcaa aagagttgtg 540
cttgatggtt ccgtggcaac ccctataacc agagtttcag cggaacaatg gggtcgtcct 600
<210> THONG TIN bOI VOI SEQ ID NO: 2

<211> CHIEU DAI: 420

<212> KIEU: ADN

<213> SINH VAT: Virut gady ra hdéi chung rbi loan sinh san va hé hip
& lon

<400> SEQ ID NO: 2

-19-



accatggggt
ttggcgtttt
cgactgctag
atgactttcg
gcactccttt
cgtttgtget
gcacggtttc
tccactacgg

aaagctgtta

cgtccttaga
ctattaccta
ggcttctgca
cgcactttca
ggggggtgta
tgctaggccg
atccgattgc
tcaacggcac

aacagggagt

tgacttctgt
cacgccagtg
ccttttgatc
gagtacaaat
ctcagccata
caagtacatt
ggcaaatgat
attggtgccc
ggtaaacctt

21689

catgatagca
atgatatatg
ttcctgaatt
aaggtcgcgce
gaaacctgga
ctggccccectg
aaccacgcat
gggttaaaaa
gtcaaatatg
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cggctccaca
ccctaaaggt
gtgctttcac
tcactatggg
aattcatcac
cccaccacgt
ttgtcgteccg
gcctegtgtt

ccaaataa

aaaggtgctt
gagtcgcgge
cttcgggtac
agcagtagtt
ctccagatgce
tgaaagtgcc
gcgtcccgge
gggtggcaga

60
120
180
240
300
360
420
480
528
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35,0
30,0 1
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FIG. 1
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