Vietnam J. Agri. Sci. 2016, Vol. 14, No. 4: 598-604 Tap chi KH Néng nghiép Viét Nam 2016, tap 14, s6 4: 598-604

www.vnua.edu.vn

DAC TiNH SINH MIEN DICH
cUA MOT SO CHUNG PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 2 PHAN LAP TAI VIET NAM

Huynh Thi My Lé", Ta Thi Kim Chung, Mai Thi Ngan, Tran Thi Hwong Giang,
Vil Thi Ngoc, Cao Thi Bich Phugng

Khoa Thu y, Hoc vién Nong nghiép Viét Nam
Email’: huynhtmle@yahoo.com

Ngay nhan bai: 15.01.2016 Ngay chip nhan: 03.05.2016

TOM TAT

Nghién ctru nay thuc hién trén ban dong vat nhdm kiém tra tinh khang nguyén cia mét sé ching Porcine
circovirus type 2 (PCV2) phan lap tai Viét Nam, dwoc lwa chon lam giéng gbc dé& san xuét vacxin. Huyét thanh cuia
lon sau gay mién dich dwoc phan tich bdng phan &ng ELISA va phan &ng trung hoa virus. Két qua cho thay ca 3
ching PCV2 thuan khiét déu kich thich lgn thi nghiém san sinh dap ¢ng mién dich dich thé trong vong 14 dén 21
ngay va kéo dai téi thidu t&i ngay 56. Huyét thanh ctia lon dwoc gay mién dich bdi cac chiing gibng PCV2 déu mang
khang thé c6 kha nang trung hoa virus.

T khéa: Bap ng mién dich dich thé, khang thé trung hoa, porcine circovirus type 2.

Immunogenicity of Porcine Circovirus Type 2 (PCV2) Strains
Isolated from Pigs in Vietnam

ABSTRACT

This study was conducted to determine the immunogenicity of several porcine circovirus type 2 (PCV2) strains
which are chosen as candidates for selection of master seed. The results showed that 3 strains of PCV2 equally
invoked the immune response of pigs with measurable level of humoral antibodies within 14 to 21 days and
prolonged at least until day 56 post immunization. Sera of pigs immunized by PCV2 strains of different passaging

levels all contained neutralizing antibodies against homologous virus.

Keywords: Humoral immune response, neutralizing antibodies, porcine circovirus type 2.

1. DAT VAN DE

Tu thap nién 70, nganh chan nudi lgn trén
thé gidi bit dau chuyén dich tit quy chan nudi
nhoé sang quy md chan nudi tip trung véi s
lugng 16n. Vi du nhu 6 My, s6 dau lon nudi
trung binh tu 19 con/dan (ndm 1950) ting 1én
quy md 215 con/dan (ndm 1987) va dat mic trén
900 con/dan (ndm 2007) (Murtaugh et al., 2010).
Gan nhu dong thoi véi su thay d6i vé quy mo va
phuong thtc chén nuéi, t& nhiing ndm 1990,
lién tiép xuit hién nhiing dich bénh truyén
nhiém nguy hiém 6 lgn nhu héi ching réi loan

598

ho6 hap va sinh san (Wensvoort et al., 1991) va
héi ching bénh do PCV2 giy ra (Harding,
1996). Trong cac dich bénh méi néi d6, hoi
chiing bénh do PCV2 gay thiét hai kinh té&
nghiém trong cho nganh chén nuéi Ign trén toan
thé gidi (Chae, 2012). Chi tinh riéng cho nganh
chan nudi lgn caa céc nude thude lién minh chau
Au, mic thiét hai kinh t& hang nam uéc tinh
vao khoang 562-900 triéu euro (Armstrong and
Bishop, 2004).

O Viét Nam, bing chiing huyét thanh hoc
cho thay sy xuit hién caa PCV2 vao nam 2000.
T d6 dén nay, cac nghién ctiu duge thuyc hién &
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khu vyc phia Nam (Nguyén Thi Thu Héng va
cs., 2006) va khu vuc phia Béc déu khing dinh
su hién dién va nguy co ngay cang lan rong cua
PCV2 6 moi quy md chén nudi lgn (Huynh Thi
My Lé va cs., 2012; Truong Anh Dtc va cs.,
2015). Dting truéc tinh hinh dich bénh dién bién
rat phtic tap nhu hién nay, nhu cau st dung
vacxin tao mién dich cha déng diac hiéu dé
phong bénh do PCV2 gy ra dang dudc quan
tam. Nhim dap tng doi héi cia thuc tién san
xuét, nhém nghién ciu dé tai khoa hoc cap Nha
nuéec ma s6 KC.04.22/11-15 d& lua chon dudgc
mot s6 chiing PCV2 thuan khiét, ¢6 hiéu gia >
10%° TCID,/ml dé lam giéng géc phuc vu
nghién ciiu san xuit vacxin phong bénh (Huynh
Thi My Lé va cs., 2015). Nghién ctiu nay nham
lam ro dic tinh khang nguyén cua chung virus,
mot trong nhiing tiéu chi chit lugng quan trong
cla gidng goc.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Vat liéu

Thuc hién thi nghiém & lon con 21 ngay tudi,
dat tiéu chudn: am tinh PCV2 va 4m tinh huyét
thanh hoc véi khang thé khang PCV2. Déi véi
moi chung giong PCV2 dung ché khang nguyén,
chon 2 14n ti€p doi khac nhau dé nghién ciu:
chung phéan lap 03 (doi 18, doi 25), 04 (doi 20, doi
26) va 07 (doi 16, doi 20). Lan tiép doi dudc lua
chon dua vao két qua nghién ctiu bién déng hiéu
gia virus gifia cac lan tiép doi, trong d6 3 chiing
phan lap c6 hiéu gia 6n dinh trong pham vi: (i)
doi 18 + doi 26 (chung 03), (i) doi 20 + doi 26
(chung 04) va (iii) doi 16 + doi 26 (chung 07).
Khang thé dic hiéu khang PCV2 trong miu
huyét thanh ctia lon sau gy mién dich dugc phat
hién bing kit SERELISA® PCV2 Ab Mono
Blocking (Synbiotics). Nguyén liéu dung xac dinh
su c6 mét caa khang thé trung hoa khang PCV2
trong mau huyét thanh cta lgn gom: t& bao
PK15, méi truong DMEM, huyét thanh bao thai
bé (FBS) va bo kit IFA dic hiéu cho PCV2
(VDPro® PCV2 FA Reagent, Median
Diagnostics, Han Qudc). Cac héa chat dung trong
phan ting PCR phat hién su bai thai PCV2 4 lon
sau gay mién dich gom: héa chat tach chiét ADN

tong s6 (proteinase K, phenol-chloroform-
isoamyl alcohol), bo kit PCR (i-StarMaster,
iNtRON Biotechnology, Han Qudc) va cdp mdi
dac hiéu VF2 (5-GAAGAATGGAAGAAGCGG-
3), VR2 (5- CTCACAGCAGTAGACAGGT-3)
(Yang et al., 2003).

2.2. Dia diém

Nghién ctu dugc tién hanh tai B6 mén Vi
sinh vat - Truyén nhiém, Khoa Thi y, Hoc vién
Noéng nghiép Viét Nam; cung véi su giup d3 cua
phong thi nghiém Nghién ctu va Phat trién,
Cong ty C6 phan Coéng nghé phat trién nong
thén (RTD).

2.3. Phuong phap

2.3.1. GAy mién dich cho ban déng vit

Dé chuén bi khang nguyén diung giy mién
dich cho lgn, cac ching giong PCV2 c6 hiéu gia
10° TCID;,/ml dugc cb dic, sau d6 bat hoat bang
Binary ethylenimine 6 37°C trong vong 24 gid.
Virus sau khi bat hoat dugc bd tr¢ bing
Rehydragel (10% v/v) va IMS 1313 (10% v/v).
Khang nguyén sau giy nhii duge kiém tra vo
tring va tiém cho lgn véi liéu 1 ml bang dudng
tiém bép. Tién hanh tiém nhic lai sau mii thi
nhit 14 ngay.

Thi nghiém gay mién dich dugc thuyc hién 6
8 lgn con 21 ngay tudi. Trong d6 6 ca thé duge
gay mién dich bang khang nguyén da dudc nhi
hoéa ké trén va 2 lon déi ching (tiém chét bd trg
khong c¢6 khang nguyén). Trudc khi gdy mién
dich, toan bd lgn thi nghiém dugc danh s6 tai,
nudi thich nghi va theo d6i than nhiét trong
vong 7 ngay. Sau gdy mién dich, tién hanh theo
ddi than nhiét (do & truc trang) vao thoi diém cd
dinh trong ngay (17h00) va nhiing bat thuong
khéc. Lon thi nghiém duge 14y mau xét nghiém
tai thoi diém gay mién dich (DO0), va 7 ngay/ lan
(D7, D14, D21, D28, D35, D42, D49, D56,...).

2.3.2. Phat hién khéng thé khang PCVZ2
bang blocking ELISA

Phén ting blocking ELISA phat hién khang
thé dic hiéu khang PCV2 trong mau huyét
thanh dudgc thuc hién theo huéng dan ctia nha
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san xuit. Phan @ng dudc danh gia hop 1é néu
gia tri OD trung binh cua déi ching Am >0,800
va gia tri OD trung binh ctia déi chiing duong
<0,600. Cac buéc tinh gia tri S/N (OD gitia mau
va d61 chiing 4m) dudc thuc hién trén bang tinh
Excel cung cap bdi nha san xuat. Néu S/N < 0,4,
mau dugde danh gia duong tinh huyét thanh hoc;
ngudc lai néu S/N > 04, mau duge danh gia Am
tinh huyét thanh hoc.

2.3.3. Xac dinh su c6 mit cua khang thé
trung hoa

Phuong phap trung hoa virus duge thuc hién
theo Meerts et al. (2006). Danh gia két qua trung
hoa dude thuc hién gian ti€p bang phan tng IFA
nhu sau: d&m s6 t& bao c6 tin hiéu huynh quang
ddc hiéu, so sanh s6 luong t& bao c6 tin hiéu
huynh quang déc hiéu gitia mau huyét thanh cta
lon dugc gy mién dich véi d6i chiing virus. Néu c6
su giam vé sb t& bao c6 tin hiéu huynh quang dic
hiéu, ching t6 c6 mit cia khang thé trung hoa
trong mau huyét thanh xét nghiém.

2.3.4. Phat hién PCV2 bing PCR

Su bai thai PCV2 (néu c6) caa lgn sau khi
gay mién dich bing cac ching PCV2 dudc phat
hién bang phuong phap PCR (Yang va cs.,
2003). San phdm PCR dugc phan tich bing
phuong phap dién di trong thach agarose 2%, b6

nhuém RedSafe
Staining Solution (1x).

sung thudc Nucleic Acid

2.3.5. X1t Iy sé liéu

Phéan tich sy sai khac gitia cac cong thic thi
nghiém bang phan tich phuong sai mot nhan t&
bing phan mém MS Excel 2007.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Theo dbi lon sau khi gAy mién dich

Két qua theo déi bién dong than nhiét cua
lon thi nghiém sau khi gdy mién dich dugc trinh
bay & hinh 1.

Lgn thi nghiém c6 hién tugng tang than
nhiét 6 ngay thd 1 va ngay thd 2 sau khi gay
mién dich. O ngay tht 2 sau tiém, nhém lon
dugc gAdy mién dich tang than nhiét rd rét so véi
nhém d6i chtng (tiém chit bd trg khéng cé
khang nguyén). Dén ngay tht 5 sau tiém, than
nhiét cia 2 nhém lgn tré vé mtc binh thuong va
khong c¢6 sy khac biét. Cing trong qua trinh
theo doi nay, khong phat hién thay d4u hiéu bat
thudng cua Ign thi nghiém tai vi tri tiém ciling
nhu phan Gng toan than. Két qua nay ching té
tinh an toan loai khang nguyén thi nghiém:
khong gly soc trong qua trinh tiém, khong gay
phan tng sau khi tiém.
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Hinh 1. Than nhiét ctia lgn sau khi gay mién dich
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1 2 3 45 6 78
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Hinh 2. Két qua PCR phat hién PCV2 bai thai qua phan

Ghi chii: MAu phan cua lgn duge gdy mién dich bing 8 chiing PCV2 vé hoat (giéng 1-6) va cua lon déi ching khong gdy mién
dich (giéng 7-8); doi chiing 4m (-) va doi ching duong (+) ctia phan tng PCR. Mii tén chi vach san pham PCR d#c hiéu cia doi

chiing duong.

Bén canh viéc theo ddi tinh trang cua lgn
sau gay mién dich, cAc mau phan da dugc 1ay
mau xét nghiém su bai thai virus. Két qua PCR
phat hién su c6 mét cia PCV2 trong mau phan
tai thoi diém 7 ngay sau gdy mién dich déu cho
két qua Am tinh (Hinh 2).

PCV2 dugc xac dinh bai thai qua nhiéu dich
bai xuét/ bai tiét cta lgn nhu: nuée bot, nuéc
tiéu va phan (Segales et al., 2005). K&t qua gay
nhiém virus thuc nghiém cho lgn qua dudng ho
hap (Shibata et al., 2003) cho thay PCV2 bai
thai rat sém qua phan (ngay thd 1 sau giy
nhiém). Do vay, két qua PCR am tinh véi PCV2
d mAu phan cta lon duge gy mién dich (hinh 2)
cho thay virus dung gy mién dich da dudc bat
hoat hoan toan va khéng c6 su luu hanh PCV2 6
16 1Ign thi nghiém.

3.2. Pap {ing mién dich cta lgn

Phan tng blocking ELISA véi cac mau
huyét thanh cta lon dugc gdy mién dich bdi 3
chiung PCV2 & cac ngay D7 dén D56 da dudc
thuc hién. Két qua nghién ctu bién déong hiéu
gia khang thé dac hiéu khang PCV2 dudc trinh
bay 6 hinh 3.

Hinh 3A va 3B biéu dién gia tri S/N ciia mdi
mau huyét thanh, véi gia tri ngudng duong tinh/
am tinh 1a 0,4. Tai thoi diém 14 ngay sau khi
gay mién dich (D14) cac mau xét nghiém déu
am tinh huyét thanh hoc v6i khang thé khang
PCV2. Mau huyét thanh & 16 d6i chiing (khéng
tiém khang nguyén PCV2) tai tat ci céac thoi
diém xét nghiém (DO- D56) déu Am tinh huyét
thanh hoc véi khang thé khang PCV2. Tai thoi
diém D21, toan bd cac miu xét nghiém (dudgc
gay mién dich bdi 3 chung PCV2) déu duong
tinh huyét thanh hoc (gia tri S/N < 0,4). Két qua
trinh bay & hinh 3A va 3B con cho thay hién
tugng chuyén duong tinh huyét thanh hoc cta
lon thi nghiém dién ra trong khodng 14 dén 21
ngay ké ti thoi diém gay mién dich, kéo dai it
nhét dén ngay 56 (thoi diém ding thi nghiém).
Két qua nay phu hgp véi nghién ctiu cua (Yang
et al., 2012): sau thoi diém tiém vacxin 14 ngay
d& bét dAu phat hién duge khang thé dic hiéu
khang PCV2. Nhu vay, két qua cho thay 3
ching gidng PCV2 4 cac lan tiép doi khac nhau
déu c6 kha niang kich thich ban dong vat san
sinh dap tng mién dich dic hiéu. O cac ddi khio
sat trong nghién ciu nay, khong phat hién thay
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su khac biét vé quy luat hinh thanh khang thé
(chuyén duong tinh huyét thanh hoc dién ra
trong vong 14- 21 ngay, gi6i han bdi duong nét
ddt hinh 3).

3.3. Kha nang trung hoa virus

Két qua nghién ctiu dap ting mién dich dich
thé cta lgn thi nghiém véi cic chiing PCV2 bing
phucng phéap blocking ELISA cho thay gia tri

duong tinh 6 thai diém D42 1a cao nhat. Do vay,
huyét thanh cta lgn thi nghiém & ngay D42
dudc chon dé thuc hién phan tng trung hoa
virus. Huyén dich virus sau khi duge trung hoa
bdi huyét thanh dudc gdy nhiém vao 04 giéng té&
bao (Bang 1).

Két qua trinh bay & bang 1 cho thay su sai
khac vé s6 t& bao c6 tin hiéu huynh quang dic
hiéu (t&€ bao nhiém virus) 6 mau huyét thanh so
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Hinh 3. Bién dong hiéu gia khang thé cta lgn sau gy mién dich véi cac chiing PCV2

Ghi chi: P16, P18, P20, P25, P26: lan tiép doi ciia chiing PCV2 (03, 04 va 07) diing gdy mién dich cho lgn; D.c: Ion déi chiing

khong gay mién dich; D0-D56: ngay sau gdy mién dich
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Bang 1. K&t qua trung hoa PCV2 ctia huyét thanh lgn sau giy mién dich

Huyét thanh lgn gay mién dich

Giéng Chaing 03 Chaing 04 Chang 07 Déi chirng virus
Doi 18 DPoi 25 DPoi 20 Doi 26 Doi 16 DPoi 20
A 2 0 0 1 2 1 23
B 1 0 0 0 0 2 26
C 0 0 1 1 0 1 26
D 2 2 2 1 0 0 29
Téng/ giéng 5/4 2/4 3/4 3/4 2/4 4/4 104/4

Ghi chii: Chit s6 trong bang 1a s6 té bao cé tin hiéu huynh quang dic hiéu (nhiém virus)

v6i mau déi ching virus (p <0,05). Diéu nay
chiting t6 khang thé dic hiéu c6 kha ning trung
hoa PCV2. Két qua tinh mtc gidm s6 t& bao
nhiém virus cho thay mau huyét thanh caa lgn
duge gdy mién dich bang ching PCV2 s6 03 (doi
18), chung 04 (dsi 20), chung 07 (doi 16) lam
giam lan lugt 20,8 14n; 34,6 1an va 52 lan s6 té&
bao nhiém virus so véi doi chiing. Tuong tu, mtc
gidm s6 t€ bao nhiém virus khi c6 mit cua
huyét thanh cta lon dude gdy mién dich bang
chting PCV2 s6 03 (d6i 25), chting 04 (doi 26) va
ching 07 (doi 20) 1an lugt 1a: 52 1an; 34,6 1an va
26 1an. Nhu vay, huyét thanh lgn dugc gdy mién
dich bing 3 ching PCV2 trong nghién ctiu nay
déu c6 kha néng trung hoa PCV2 va khoéng c6 su
sai khac (p >0,05) vé kha ning trung hoa virus
ctia mau huyét thanh lgn dugc gady mién dich
béi cac chiing giobng PCV2 6 cic doi khac nhau.

4. KET LUAN

Ba chung giong PCV2 dung trong nghién
ctiu nay kich thich lon san sinh dap tng mién
dich dich thé trong vong 14 dén 21 ngay va
khang thé dic hiéu nay c6 kha nang trung hoa
virus. Khéng c6 su khac biét vé quy luat hinh
thanh khang thé khi gay mién dich béi 3 ching
giong PCV2 6 cac 1an tiép doi khac nhau.
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