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TÓM TẮT 

Nghiên cứu này thực hiện trên bản động vật nhằm kiểm tra tính kháng nguyên của một số chủng Porcine 
circovirus type 2 (PCV2) phân lập tại Việt Nam, được lựa chọn làm giống gốc để sản xuất vacxin. Huyết thanh của 
lợn sau gây miễn dịch được phân tích bằng phản ứng ELISA và phản ứng trung hòa virus. Kết quả cho thấy cả 3 
chủng PCV2 thuần khiết đều kích thích lợn thí nghiệm sản sinh đáp ứng miễn dịch dịch thể trong vòng 14 đến 21 
ngày và kéo dài tối thiểu tới ngày 56. Huyết thanh của lợn được gây miễn dịch bởi các chủng giống PCV2 đều mang 
kháng thể có khả năng trung hòa virus. 

Từ khóa: Đáp ứng miễn dịch dịch thể, kháng thể trung hòa, 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. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Từ thập niên 70, ngành chăn nuôi lợn trên 
thế giới bắt đầu chuyển dịch từ quy chăn nuôi 
nhỏ sang quy mô chăn nuôi tập trung với số 
lượng lớn. Ví dụ như ở Mỹ, số đầu lợn nuôi 
trung bình từ 19 con/đàn (năm 1950) tăng lên 
quy mô 215 con/đàn (năm 1987) và đạt mức trên 
900 con/đàn (năm 2007) (Murtaugh et al., 2010). 
Gần như đồng thời với sự thay đổi về quy mô và 
phương thức chăn nuôi, từ những năm 1990, 
liên tiếp xuất hiện những dịch bệnh truyền 
nhiễm nguy hiểm ở lợn như hội chứng rối loạn 

hô hấp và sinh sản (Wensvoort et al., 1991) và 
hội chứng bệnh do PCV2 gây ra (Harding, 
1996). Trong các dịch bệnh mới nổi đó, hội 
chứng bệnh do PCV2 gây thiệt hại kinh tế 
nghiêm trọng cho ngành chăn nuôi lợn trên toàn 
thế giới (Chae, 2012). Chỉ tính riêng cho ngành 
chăn nuôi lợn của các nước thuộc liên minh châu 
Âu, mức thiệt hại kinh tế hàng năm ước tính 
vào khoảng 562-900 triệu euro (Armstrong and 
Bishop, 2004). 

Ở Việt Nam, bằng chứng huyết thanh học 
cho thấy sự xuất hiện của PCV2 vào năm 2000. 
Từ đó đến nay, các nghiên cứu được thực hiện ở 
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khu vực phía Nam (Nguyễn Thị Thu Hồng và 
cs., 2006) và khu vực phía Bắc đều khẳng định 
sự hiện diện và nguy cơ ngày càng lan rộng của 
PCV2 ở mọi quy mô chăn nuôi lợn (Huỳnh Thị 
Mỹ Lệ và cs., 2012; Trương Anh Đức và cs., 
2015). Đứng trước tình hình dịch bệnh diễn biến 
rất phức tạp như hiện nay, nhu cầu sử dụng 
vacxin tạo miễn dịch chủ động đặc hiệu để 
phòng bệnh do PCV2 gây ra đang được quan 
tâm. Nhằm đáp ứng đòi hỏi của thực tiễn sản 
xuất, nhóm nghiên cứu đề tài khoa học cấp Nhà 
nước mã số KC.04.22/11-15 đã lựa chọn được 
một số chủng PCV2 thuần khiết, có hiệu giá ≥ 
106,00 TCID50/ml để làm giống gốc phục vụ 
nghiên cứu sản xuất vacxin phòng bệnh (Huỳnh 
Thị Mỹ Lệ và cs., 2015). Nghiên cứu này nhằm 
làm rõ đặc tính kháng nguyên của chủng virus, 
một trong những tiêu chí chất lượng quan trọng 
của giống gốc. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Vật liệu  
Thực hiện thí nghiệm ở lợn con 21 ngày tuổi, 

đạt tiêu chuẩn: âm tính PCV2 và âm tính huyết 
thanh học với kháng thể kháng PCV2. Đối với 
mỗi chủng giống PCV2 dùng chế kháng nguyên, 
chọn 2 lần tiếp đời khác nhau để nghiên cứu: 
chủng phân lập 03 (đời 18, đời 25), 04 (đời 20, đời 
26) và 07 (đời 16, đời 20). Lần tiếp đời được lựa 
chọn dựa vào kết quả nghiên cứu biến động hiệu 
giá virus giữa các lần tiếp đời, trong đó 3 chủng 
phân lập có hiệu giá ổn định trong phạm vi: (i) 
đời 18  đời 26 (chủng 03), (ii) đời 20  đời 26 
(chủng 04) và (iii) đời 16  đời 26 (chủng 07). 
Kháng thể đặc hiệu kháng PCV2 trong mẫu 
huyết thanh của lợn sau gây miễn dịch được phát 
hiện bằng kít SERELISA PCV2 Ab Mono 
Blocking (Synbiotics). Nguyên liệu dùng xác định 
sự có mặt của kháng thể trung hòa kháng PCV2 
trong mẫu huyết thanh của lợn gồm: tế bào 
PK15, môi trường DMEM, huyết thanh bào thai 
bê (FBS) và bộ kít IFA đặc hiệu cho PCV2 
(VDPro PCV2 FA Reagent, Median 
Diagnostics, Hàn Quốc). Các hóa chất dùng trong 
phản ứng PCR phát hiện sự bài thải PCV2 ở lợn 
sau gây miễn dịch gồm: hóa chất tách chiết ADN 

tổng số (proteinase K, phenol-chloroform-
isoamyl alcohol), bộ kít PCR (i-StarMaster, 
iNtRON Biotechnology, Hàn Quốc) và cặp mồi 
đặc hiệu VF2 (5’-GAAGAATGGAAGAAGCGG-
3’), VR2 (5’- CTCACAGCAGTAGACAGGT-3’) 
(Yang et al., 2003). 

2.2. Địa điểm 
Nghiên cứu được tiến hành tại Bộ môn Vi 

sinh vật - Truyền nhiễm, Khoa Thú y, Học viện 
Nông nghiệp Việt Nam; cùng với sự giúp đỡ của 
phòng thí nghiệm Nghiên cứu và Phát triển, 
Công ty Cổ phần Công nghệ phát triển nông 
thôn (RTD).  

2.3. Phương pháp 

2.3.1. Gây miễn dịch cho bản động vật 
Để chuẩn bị kháng nguyên dùng gây miễn 

dịch cho lợn, các chủng giống PCV2 có hiệu giá 
105 TCID50/ml được cô đặc, sau đó bất hoạt bằng 
Binary ethylenimine ở 37oC trong vòng 24 giờ. 
Virus sau khi bất hoạt được bổ trợ bằng 
Rehydragel (10% v/v) và IMS 1313 (10% v/v). 
Kháng nguyên sau gây nhũ được kiểm tra vô 
trùng và tiêm cho lợn với liều 1 ml bằng đường 
tiêm bắp. Tiến hành tiêm nhắc lại sau mũi thứ 
nhất 14 ngày.  

Thí nghiệm gây miễn dịch được thực hiện ở 
8 lợn con 21 ngày tuổi. Trong đó 6 cá thể được 
gây miễn dịch bằng kháng nguyên đã được nhũ 
hóa kể trên và 2 lợn đối chứng (tiêm chất bổ trợ 
không có kháng nguyên). Trước khi gây miễn 
dịch, toàn bộ lợn thí nghiệm được đánh số tai, 
nuôi thích nghi và theo dõi thân nhiệt trong 
vòng 7 ngày. Sau gây miễn dịch, tiến hành theo 
dõi thân nhiệt (đo ở trực tràng) vào thời điểm cố 
định trong ngày (17h00) và những bất thường 
khác. Lợn thí nghiệm được lấy máu xét nghiệm 
tại thời điểm gây miễn dịch (D0), và 7 ngày/ lần 
(D7, D14, D21, D28, D35, D42, D49, D56,…).  

2.3.2. Phát hiện kháng thể kháng PCV2 
bằng blocking ELISA 

Phản ứng blocking ELISA phát hiện kháng 
thể đặc hiệu kháng PCV2 trong mẫu huyết 
thanh được thực hiện theo hướng dẫn của nhà 
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sản xuất. Phản ứng được đánh giá hợp lệ nếu 
giá trị OD trung bình của đối chứng âm >0,800 
và giá trị OD trung bình của đối chứng dương 
<0,600. Các bước tính giá trị S/N (OD giữa mẫu 
và đối chứng âm) được thực hiện trên bảng tính 
Excel cung cấp bởi nhà sản xuất. Nếu S/N  0,4, 
mẫu được đánh giá dương tính huyết thanh học; 
ngược lại nếu S/N > 04, mẫu được đánh giá âm 
tính huyết thanh học. 

2.3.3. Xác định sự có mặt của kháng thể 
trung hòa 

Phương pháp trung hòa virus được thực hiện 
theo Meerts et al. (2006). Đánh giá kết quả trung 
hòa được thực hiện gián tiếp bằng phản ứng IFA 
như sau: đếm số tế bào có tín hiệu huỳnh quang 
đặc hiệu, so sánh số lượng tế bào có tín hiệu 
huỳnh quang đặc hiệu giữa mẫu huyết thanh của 
lợn được gây miễn dịch với đối chứng virus. Nếu có 
sự giảm về số tế bào có tín hiệu huỳnh quang đặc 
hiệu, chứng tỏ có mặt của kháng thể trung hòa 
trong mẫu huyết thanh xét nghiệm. 

2.3.4. Phát hiện PCV2 bằng PCR  
Sự bài thải PCV2 (nếu có) của lợn sau khi 

gây miễn dịch bằng các chủng PCV2 được phát 
hiện bằng phương pháp PCR (Yang và cs., 
2003). Sản phẩm PCR được phân tích bằng 
phương pháp điện di trong thạch agarose 2%, bổ 

sung thuốc nhuộm RedSafe Nucleic Acid 
Staining Solution (1x).  

2.3.5. Xử lý số liệu 
Phân tích sự sai khác giữa các công thức thí 

nghiệm bằng phân tích phương sai một nhân tố 
bằng phần mềm MS Excel 2007. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Theo dõi lợn sau khi gây miễn dịch 
Kết quả theo dõi biến động thân nhiệt của 

lợn thí nghiệm sau khi gây miễn dịch được trình 
bày ở hình 1. 

Lợn thí nghiệm có hiện tượng tăng thân 
nhiệt ở ngày thứ 1 và ngày thứ 2 sau khi gây 
miễn dịch. Ở ngày thứ 2 sau tiêm, nhóm lợn 
được gây miễn dịch tăng thân nhiệt rõ rệt so với 
nhóm đối chứng (tiêm chất bổ trợ không có 
kháng nguyên). Đến ngày thứ 5 sau tiêm, thân 
nhiệt của 2 nhóm lợn trở về mức bình thường và 
không có sự khác biệt. Cũng trong quá trình 
theo dõi này, không phát hiện thấy dấu hiệu bất 
thường của lợn thí nghiệm tại vị trí tiêm cũng 
như phản ứng toàn thân. Kết quả này chứng tỏ 
tính an toàn loại kháng nguyên thử nghiệm: 
không gây sốc trong quá trình tiêm, không gây 
phản ứng sau khi tiêm. 

 

Hình 1. Thân nhiệt của lợn sau khi gây miễn dịch 
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Hình 2. Kết quả PCR phát hiện PCV2 bài thải qua phân  
Ghi chú: Mẫu phân của lợn được gây miễn dịch bằng 3 chủng PCV2 vô hoạt (giếng 1-6) và của lợn đối chứng không gây miễn 
dịch (giếng 7-8); đối chứng âm (-) và đối chứng dương (+) của phản ứng PCR. Mũi tên chỉ vạch sản phẩm PCR đặc hiệu của đối 
chứng dương. 

Bên cạnh việc theo dõi tình trạng của lợn 
sau gây miễn dịch, các mẫu phân đã được lấy 
mẫu xét nghiệm sự bài thải virus. Kết quả PCR 
phát hiện sự có mặt của PCV2 trong mẫu phân 
tại thời điểm 7 ngày sau gây miễn dịch đều cho 
kết quả âm tính (Hình 2). 

PCV2 được xác định bài thải qua nhiều dịch 
bài xuất/ bài tiết của lợn như: nước bọt, nước 
tiểu và phân (Segales et al., 2005). Kết quả gây 
nhiễm virus thực nghiệm cho lợn qua đường hô 
hấp (Shibata et al., 2003) cho thấy PCV2 bài 
thải rất sớm qua phân (ngày thứ 1 sau gây 
nhiễm). Do vậy, kết quả PCR âm tính với PCV2 
ở mẫu phân của lợn được gây miễn dịch (hình 2) 
cho thấy virus dùng gây miễn dịch đã được bất 
hoạt hoàn toàn và không có sự lưu hành PCV2 ở 
lô lợn thí nghiệm. 

3.2. Đáp ứng miễn dịch của lợn  
Phản ứng blocking ELISA với các mẫu 

huyết thanh của lợn được gây miễn dịch bởi 3 
chủng PCV2 ở các ngày D7 đến D56 đã được 
thực hiện. Kết quả nghiên cứu biến động hiệu 
giá kháng thể đặc hiệu kháng PCV2 được trình 
bày ở hình 3. 

Hình 3A và 3B biểu diễn giá trị S/N của mỗi 
mẫu huyết thanh, với giá trị ngưỡng dương tính/ 
âm tính là 0,4. Tại thời điểm 14 ngày sau khi 
gây miễn dịch (D14) các mẫu xét nghiệm đều 
âm tính huyết thanh học với kháng thể kháng 
PCV2. Mẫu huyết thanh ở lô đối chứng (không 
tiêm kháng nguyên PCV2) tại tất cả các thời 
điểm xét nghiệm (D0- D56) đều âm tính huyết 
thanh học với kháng thể kháng PCV2. Tại thời 
điểm D21, toàn bộ các mẫu xét nghiệm (được 
gây miễn dịch bởi 3 chủng PCV2) đều dương 
tính huyết thanh học (giá trị S/N < 0,4). Kết quả 
trình bày ở hình 3A và 3B còn cho thấy hiện 
tượng chuyển dương tính huyết thanh học của 
lợn thí nghiệm diễn ra trong khoảng 14 đến 21 
ngày kể từ thời điểm gây miễn dịch, kéo dài ít 
nhất đến ngày 56 (thời điểm dừng thí nghiệm). 
Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của (Yang 
et al., 2012): sau thời điểm tiêm vacxin 14 ngày 
đã bắt đầu phát hiện được kháng thể đặc hiệu 
kháng PCV2. Như vậy, kết quả cho thấy 3 
chủng giống PCV2 ở các lần tiếp đời khác nhau 
đều có khả năng kích thích bản động vật sản 
sinh đáp ứng miễn dịch đặc hiệu. Ở các đời khảo 
sát trong nghiên cứu này, không phát hiện thấy 

(+)(-)1 2 3 4 5 6 7 8
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sự khác biệt về quy luật hình thành kháng thể 
(chuyển dương tính huyết thanh học diễn ra 
trong vòng 14- 21 ngày, giới hạn bởi đường nét 
đứt hình 3). 

3.3. Khả năng trung hòa virus 
Kết quả nghiên cứu đáp ứng miễn dịch dịch 

thể của lợn thí nghiệm với các chủng PCV2 bằng 
phương pháp blocking ELISA cho thấy giá trị 

dương tính ở thời điểm D42 là cao nhất. Do vậy, 
huyết thanh của lợn thí nghiệm ở ngày D42 
được chọn để thực hiện phản ứng trung hòa 
virus. Huyễn dịch virus sau khi được trung hòa 
bởi huyết thanh được gây nhiễm vào 04 giếng tế 
bào (Bảng 1). 

Kết quả trình bày ở bảng 1 cho thấy sự sai 
khác về số tế bào có tín hiệu huỳnh quang đặc 
hiệu (tế bào nhiễm virus) ở mẫu huyết thanh so  

 

Hình 3. Biến động hiệu giá kháng thể của lợn sau gây miễn dịch với các chủng PCV2 
Ghi chú: P16, P18, P20, P25, P26: lần tiếp đời của chủng PCV2 (03, 04 và 07) dùng gây miễn dịch cho lợn; Đ.c: lợn đối chứng 
không gây miễn dịch; D0-D56: ngày sau gây miễn dịch 
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Bảng 1. Kết quả trung hòa PCV2 của huyết thanh lợn sau gây miễn dịch 

Giếng 

Huyết thanh lợn gây miễn dịch 

Đối chứng virus Chủng 03 Chủng 04 Chủng 07 

Đời 18 Đời 25 Đời 20 Đời 26 Đời 16 Đời 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 

Tổng/ giếng 5/4 2/4 3/4 3/4 2/4 4/4 104/4 

Ghi chú: Chữ số trong bảng là số tế bào có tín hiệu huỳnh quang đặc hiệu (nhiễm virus) 

với mẫu đối chứng virus (p <0,05). Điều này 
chứng tỏ kháng thể đặc hiệu có khả năng trung 
hòa PCV2. Kết quả tính mức giảm số tế bào 
nhiễm virus cho thấy mẫu huyết thanh của lợn 
được gây miễn dịch bằng chủng PCV2 số 03 (đời 
18), chủng 04 (đời 20), chủng 07 (đời 16) làm 
giảm lần lượt 20,8 lần; 34,6 lần và 52 lần số tế 
bào nhiễm virus so với đối chứng. Tương tự, mức 
giảm số tế bào nhiễm virus khi có mặt của 
huyết thanh của lợn được gây miễn dịch bằng 
chủng PCV2 số 03 (đời 25), chủng 04 (đời 26) và 
chủng 07 (đời 20) lần lượt là: 52 lần; 34,6 lần và 
26 lần. Như vậy, huyết thanh lợn được gây miễn 
dịch bằng 3 chủng PCV2 trong nghiên cứu này 
đều có khả năng trung hòa PCV2 và không có sự 
sai khác (p >0,05) về khả năng trung hòa virus 
của mẫu huyết thanh lợn được gây miễn dịch 
bởi các chủng giống PCV2 ở các đời khác nhau. 

4. KẾT LUẬN 

Ba chủng giống PCV2 dùng trong nghiên 
cứu này kích thích lợn sản sinh đáp ứng miễn 
dịch dịch thể trong vòng 14 đến 21 ngày và 
kháng thể đặc hiệu này có khả năng trung hòa 
virus. Không có sự khác biệt về quy luật hình 
thành kháng thể khi gây miễn dịch bởi 3 chủng 
giống PCV2 ở các lần tiếp đời khác nhau. 
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