
13

KHOA HỌC KỸ THUẬT THÚ Y TẬP XXVII SỐ 6 - 2020

1 , 7,( 1 72 1 9 1 0,(1 '
/ 1 7,(0 9 ,1 / 020 /21 021 92 2 7 1 '

9 (2 (1 1 , 7 ( 2 9
Nguyễn Thị Thuý Quỳnh�, Đồng Thị Hồng Liên�,

Đồng Văn Trường�, Cao Văn Hùng�, Nguyễn Văn Giáp�

TÓMTẮT
Kết quả nghiên cứu chỉ tiêu an toàn và đáp ứng miễn dịch của lợn được tiêm vacxin lở mồm long móng

(LMLM) vô hoạt nhũ dầu và keo phèn nhị giá typeO vàAcho thấy cả hai loại vacxin đều an toàn trong thời gian
theo dõi sau khi tiêm chủng (p.v), không có sự sai khác về thân nhiệt so với nhóm đối chứng và tất cả lợn không
xuất hiện triệu chứng lâm sàng của bệnhLMLM.Tuynhiên, đápứngmiễn dịch của lợn được tiêmvacxinLMLM
vô hoạt nhị giá type O vàAnhũ dầu (nhóm L2-ND) mạnh hơn so với lợn được tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị
giá type O,Akeo phèn (nhóm L2-KP), hiệu giá kháng thể (HGKT) có sự sai khác (P < 0,05). Đối với lợn thuộc
nhómL2-ND,HGKTđặc hiệu tăng đều. Tại thời điểm 56 ngày p.v,HGKT trung hoà đối với virus typeA là 2,26
± 0,11; với virus type O là 2,49 ± 0,25 và HGKTELISAđối với virus typeA là 2,35 ± 0,13 và type O là 2,52 ±
0,16. Đáp ứng kháng thể kéo dài khoảng 6 tháng p.v. Trong khi đó, đối với nhóm lợn L2-KP, HGKTcao nhất tại
thời điểm 42 ngày p.v; đối với virus typeAvàO là 1,71 ± 0,13 và 1,74 ± 0,08; kháng thể ELISAvới virus typeA
và O là 1,86 ± 0,17 và 1,86 ± 0,09. Tuy nhiên, HGKTgiảm dần trong thời gian theo dõi trên nhóm lợn được tiêm
vacxin vô hoạt keo phèn nhị giá type O vàA.Vì vậy, đối với lợn nên sử dụng vacxin LMLMvô hoạt nhị giá type
O,Anhũ dầu và sau 6 tháng nên tiêm nhắc lại; không sử dụng vacxin LMLMvô hoạt keo phèn cho lợn.

Từ khóa: Lở mồm long móng, lợn, vacxin, nhũ dầu kép, keo phèn.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Lở mồm long móng (LMLM) là một bệnh truyền

nhiễm cấp tính, có khả năng lây lan nhanh ở các loài
động vật guốc chẵn như trâu, bò, lợn, dê và cừu…
Bệnh do virus LMLM gây ra. Virus LMLM thuộc họ
L R YL LG H, chi K KRYL , đường kính 20-28

nm, không có vỏ bọc. Có 7 serotype của virus LMLM
đã được xác định, bao gồm O, A, C, SAT1, SAT2,
SAT3 vàAsia1. Giữa các serotype, trình tự VP1 khác
nhau trong khoảng 30-50% và không có miễn dịch
chéo giữa các type (Jamal và Belsham, 2013).

ỞViệt Nam, bệnh LMLM xuất hiện từ năm 1898
và cho đến nay đã có 3 type virus lưu hành là O,
A và Asia1 được phát hiện (Đào Trọng Đạt, 2000).
Trong đó, ởViệt Nam từ giai đoạn năm 2016 cho đến
nay đang lưu hành các dòng virus type O: Cathay,
ME-SA/PanAsia, ME-SA/Ind-2001d, ME-SA/Ind -
2001e, SEA/Mya – 98, đối với typeAthuộc topotype
AISIA (Sea- 97) và có 1 phân type thuộc genotype
IX (Blacksell H ., 2019). Bệnh gây thiệt hại lớn
về kinh tế và nhà nước hàng năm đã chi một khoản
ngân sách lớn cho công tác phòng và khống chế dịch
bệnh. Theo số liệu từ Cục Thú y, tính từ năm 2010 –
2016, Việt Nam đã phải nhập khẩu trên 163 triệu liều
vacxin phòng bệnh LMLM, trung bình khoảng 10
triệu USD/năm (Cục Thông tin KH&CN quốc gia,
2020). Giải pháp sử dụng vacxin chế tạo bằng chủng
virus phân lập từ thực địa được xem là một trong
những giải pháp tối ưu trong việc phòng chống bệnh
LMLM hiện nay ở nước ta.

Hầu hết các vacxin LMLM được vô hoạt bằng
BEI (binary ethylenimine) và bổ sung chất bổ trợ
là nhôm hydroxit/saponin hoặc nhũ dầu. Chất bổ
trợ nhũ dầu thường được ưa thích hơn do vacxin
tạo ra đáp ứng miễn dịch kéo dài hơn so với vacxin
keo phèn (Doel, 2003).

Trong Chương trình phát triển sản phẩm quốc gia
đến năm 2020, Bộ Khoa học và Công nghệ đã cấp
kinh phí cho công ty RTD thực hiện đề tài:�“Nghiên
cứu, chế tạo vacxin vô hoạt nhũ dầu, keo phèn phòng
bệnh lở mồm long móng đa týp O vàA cho gia súc”
Trong�bài viết này, chúng tôi trình bày các kết quả
về chỉ tiêu an toàn và đáp ứngmiễn dịch của lợn khi
được tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A
nhũ dầu và keo phèn sản xuất tại công ty.

II. NỘI DUNG, NGUYÊN LIỆU VÀ
PHƯƠNG PHÁPNGHIÊN CỨU
2.1. Nội dung nghiên cứu

- Kiểm tra an toàn vacxin LMLM vô hoạt nhũ

dầu và keo phèn nhị giá type O, A trên lợn.
- Đánh giá đáp ứng miễn dịch của lợn khi được

tiêm một trong hai loại vacxin trên.
2.2. Nguyên liệu

- Giống virus LMLM: Virus A/FMD/Avac-2
(ký hiệu A2) thuộc genotype IX và virus O/FMD/
Avac-3 (ký hiệu O3) thuộc topotype ME – SA,
dòng PanAsia. Cả hai chủng virus này do Công ty
RTD phân lập. Giống virus có TCID50 là 10

7/ml.
- Vacxin LMLM vô hoạt nhũ dầu nhị giá type

O và A được chuẩn bị từ kháng nguyên A2 và O3
phối trộn với nhũ kép Montanide ISA 201VG
(hãng Seppic cung cấp).

- Vacxin LMLM vô hoạt keo phèn nhị giá type
O và A được chuẩn bị với nồng độ kháng nguyên
A2 và O3 tương tự để so sánh hai loại vacxin và
phối trộn với keo phèn Al(OH)3 (công ty SPI
Pharma cung cấp).

- Lợn: 50 con, 4-5 tuần tuổi, chưa tiêm vacxin
LMLMvà không có kháng thể kháng virus LMLM.

-Tế bào BHK21 dạng treo để sản xuất kháng
nguyên LMLM và tế bào BHK21 dạng một lớp để
xác định hiệu giá virus LMLM và tiến hành phản
ứng trung hoà virus.

- Một số nguyên vật liệu, hoá chất dùng cho
phản ứng LP –ELISA.
2.3. Phương pháp nghiên cứu
2.3.1. Đánh giá chỉ tiêu an toàn của vacxin
LMLM vô hoạt

Kiểm tra an toàn theo TCVN 8685:10-2014.
Tóm tắt như sau: Tiêm cho 10 lợn/loại vacxin, mỗi
con 2 liều vacxin (4ml/con). Nhóm đối chứng gồm
5 lợn không được tiêm vacxin. Hàng ngày, sáng từ
7- 9 giờ, chiều từ 16-18 giờ, đo thân nhiệt qua trực
tràng và quan sát lợn thí nghiệm cùng 5 lợn đối
chứng trong 14 ngày.

Yêu cầu: Vacxin đạt tiêu chuẩn an toàn khi lợn
sống khỏe, không có bất kỳ triệu chứng cục bộ
như tổn thương ở lưỡi, chân hay triệu chứng toàn
thân: Sốt, ủ rũ, mệt mỏi…trong thời gian theo dõi.
2.3.2. Đáp ứng kháng thể và độ dài miễn dịch
của lợn sau khi tiêm vacxin

Tiêm 10 lợn/loại vacxin, mỗi con 1 liều
vacxin (2 ml/con). Sau 4 tuần tiêm nhắc lại
mũi 2 (2 ml/con). Lấy máu tại các thời điểm 0,
7, 14, 21, 28, 35, 49, 56 ngày sau khi tiêm để
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kiểm tra đáp ứng kháng thể kháng virus LMLM
bằng phương pháp trung hòa và phương pháp
ELISA.

Độ dài miễn dịch được xác định thông qua đáp
ứng kháng thể tại các thời điểm trong vòng 6 tháng
sau mũi tiêm thứ 2.

B�ng 1. Bố trí thí nghiệm

77 Nhóm Kiểm tra an toàn Kiểm tra hiệu lực

1
Lợn được tiêm vacxin
LMLM vô hoạt nhị giá
type O, A nhũ dầu

Nhóm L1- ND: 10 lợn, tiêm 4ml/con,
tiêm 1 mũi

Nhóm L2- ND: 10 lợn, tiêm 2 ml/
con, tiêm 2 mũi, mũi 2 tiêm vào
lúc 28 ngày sau mũi 1

2
Lợn được tiêm vacxin
LMLM vô hoạt nhị giá
type O, A keo phèn

Nhóm L1- KP: 10 lợn, tiêm 4 ml/con,
tiêm 1 mũi

Nhóm L2- KP: 10 lợn, tiêm 2 ml/
con, tiêm 2 mũi, mũi 2 tiêm vào
lúc 28 ngày sau mũi 1

3 Đối chứng Nhóm L- DC1: 5 con, không tiêm Nhóm L- DC2: 5 con, không tiêm

2.3.3. Phương pháp trung hoà virus trên tế bào
theo TCVN 8685:10 - 2014

Quá trình được thực hiện trên đĩa nuôi cấy 96
giếng, sử dụng tế bào BHK21 với nồng độ tế bào là
50.000 tế bào/giếng. Virus LMLM chủng O/FMD/
Avac3 và virus LMLM chủngA/FMD/Avac2 được
pha loãng trong dung dịch DMEM, lượng virus
để trung hòa là 100 TCID50/giếng. Huyết thanh đã
được xử lý bổ thể ở 560C/30 phút, pha loãng theo
cơ số 2 từ 1/4 đến 1/512. Mỗi bậc pha loãng huyết
thanh được lặp lại 2 lần (2 giếng). Virus trộn với
huyết thanh theo tỷ lệ 1:1, ủ ở 370C/60 phút rồi
thêm tế bào với nồng độ 50.000 tế bào/giếng, ủ ở
tủ ấm 370C, 5% CO2. Đọc kết quả sau 2 ngày.

Hiệu giá trung hòa 50% được tính theo phương
pháp Spearman-Karber (Karber, 1931):

LogVNT50 = Xo + d/2 - d∑ri/ni
Trong đó:
Xo là log10 của nghịch đảo độ pha loãng

huyết thanh cao nhất
d: Log10 của khoảng cách pha loãng
r: tổng số giếng dương tính
n: số giếng cho một độ pha loãng

Kết quả: Dương tính: Tế bào ở giếng phản
ứng không bị phá hủy; âm tính: Tế bào ở giếng
phản ứng bị phá hủy, bong khỏi đáy giếng, để lại
khoảng trống.

Kết luận: Âm tính: LogVNT50 < 1,21 (1/16);
dương tính: LogVNT50 ≥ 1,65 (1/45); nghi ngờ:
LogVNT50 trong khoảng 1,21 (1/16) đến 1,5 (1/32).
Thực hiện lại phản ứng đối với huyết thanh nghi
ngờ; nếu kết quả cao hơn 1,21 (1/16) được xem là
dương tính, ngược lại là âm tính (OIE, 2018).

2.3.4. Định lượng kháng thể LMLM bằng phản
ứng LP–ELISA (Liquid phase blocking ELISA)

Phương pháp được thực hiện theo hướng dẫn
kèm theo bộ kít LPBE test kit for FMDV antibody
detection (Pirbright, UK). Phủ đĩa ELISA bằng
Rabbit antisera trong coating buffer với nồng độ
theo hướng dẫn của nhà sản xuất (1/1000). Huyết
thanh đã pha loãng theo cơ số 2 (từ nồng độ 1/8 đến
1/512), trộn huyết thanh pha loãng từ 1/16 đến 1/512
với kháng nguyên (O1 manisa vàA22/Iraq được pha
loãng 1/100) theo tỷ lệ 1:1, trong đĩa 96 giếng chữ
U. Sau khi ủ đĩa ở 2-80C qua đêm, loại bỏ dung dịch
trong đĩa ELISA. Rửa đĩa bằng dung dịch PBS, pH =
7,4. Chuyển hỗn hợp phản ứng kháng nguyên/huyết
thanh vào đĩa ELISA, ủ lắc 370C/1 h. Sau đó bổ sung
kháng thể nhận biết (guinea pig antisera với nồng
độ 1/1000) vào các giếng. Sau khi ủ ở 370C/1 h, bổ
sung tiếp rabbit anti guinea pig HRP (với nồng độ
1/1000) vào các giếng. Tiếp tục ủ ở 370C/1 h và cho
dung dịch cơ chất (Ortho phenyl enediamin- ODP)
vào các giếng. Sau mỗi bước ủ, chuyển sang phản
ứng tiếp theo, loại bỏ hết dung dịch trong đĩa ELISA
và rửa đĩa bằng PBS, pH=7,4. Ủ cơ chất ở nhiệt độ
phòng trong 10 phút và bổ sung ngay dung dịch Stop
solution. Dừng phản ứng và đọc kết quả bằng máy
đọc ELISAở bước sóng 492 nm.

Phân tích kết quả: Giá trị PI (phần trăm ức chế)
của đối chứng được tính bằng công thức: PI=100-
(OD đối chứng*100)/OD trung bình của đối chứng
kháng nguyên; giá trị PI của mẫu được tính bằng
công thức: PI=100- (OD mẫu*100)/OD trung bình
của đối chứng kháng nguyên.

Đọc kết quả: Dương tính: PI ≥ 50%, âm tính:
PI < 50%.

Kết luận: Âm tính: ELISA (log10) < 1,6 (1/40);
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dương tính ELISA (log 10) ≥ 1,95 (1/90); nghi ngờ:
ELISA trong khoảng 1,6 (1/40) đến 1,95 (1/90).
Thực hiện lặp lại phản ứng đối với huyết thanh nghi
ngờ; nếu kết quả cao hơn 1,6 (1/40) được xem là
dương tính, ngược lại là âm tính (OIE, 2018).

2.3.5. Phương pháp xử lý số liệu
- Xử lý số liệu bằng phương pháp thống kê sinh

học và xử lý trên phần mềm (xcel.
- So sánh các giá trị trung bình bằng phân tích

phương saiANOVAmột nhân tố với phép thửTurkey.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Kiểm tra an toàn

*Kiểm tra an toàn vacxin LMLMvô hoạt nhị giá
type O, A nhũ dầu

Sau khi được tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị
giá type O, A nhũ dầu, lợn được theo dõi và ghi
chép nhiệt độ hàng ngày đối với cả hai nhóm (thí
nghiệm và đối chứng) trong vòng 14 ngày. Kết quả
được thể hiện trên bảng 2.

B�ng 2. Thân nhiệt của lợn sau khi tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A nhũ dầu

Thời gian theo dõi
(ngày)

Thân nhiệt lợn ( C)
3

Nhóm L1- ND Nhóm L- DC1
1 39,76 ± 0,29 39,2 ± 0,07 0,07
2 39,43 ± 0,13 39,2 ± 0,14 0,12
3 38,98 ± 0,13 38,8 ± 0,28 0,07
4 39,18 ± 0,26 39,1 ± 0,14 0,70
5 39,1 ± 0,10 39 ± 0,28 0,48
6 39,05 ± 0,11 39,03 ± 0,04 0,82
7 39,24 ± 0,15 39,15 ± 0,07 0,47
8 39,14 ± 0,15 39,2 ± 0,14 0,65
9 39,22 ± 0,08 39,15 ± 0,07 0,35
10 39,25 ± 0,12 39,1 ± 0,14 0,22
11 39,15 ± 0,15 39,15 ± 0,07 1
12 39,04 ± 0,30 39 ± 0,0 0,86
13 39,1 ± 0,19 39,05 ± 0,21 0,77
14 39,2 ± 0,16 39,15 ± 0,07 0,69

Nhóm L1 – ND: lợn tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A nhũ dầu; nhóm L- DC1: lợn đối chứng

Kết quả cho thấy, nhóm lợn thí nghiệm có nhiệt
độ trung bình dao động trong khoảng từ 38,98 -
39,760C.Saukhi tiêmvacxin, lợnởnhómthínghiệm
đã có thân nhiệt tăng nhẹ ở ngày thứ 1 với nhiệt độ
trung bình đo được là 39,760C và sang ngày thứ 2,
thân nhiệt giảm, trung bình là 39,430C. Nhóm đối
chứng thân nhiệt trung bình duy trì ở mức 39,150C.
Từ ngày thứ 3 trở đi, thân nhiệt trung bình ở nhóm
thí nghiệmbắt đầu giảm dần về ngưỡng sinh lý bình
thường, nằm trong khoảng 38,98 - 39,250C. Trong
khi đó, nhóm đối chứng thân nhiệt vẫn duy trì ổn
định, dao động trong khoảng 38,8 - 39,20C suốt thời
gian 14 ngày theo dõi. Các giá trị P tính được đều
> 0,05; nghĩa là không có sự sai khác có ý nghĩa
giữa nhóm thí nghiệm và nhóm đối chứng trong
thời gian theo dõi.

Quan sát hai nhóm lợn trong thời gian 14 ngày
cho thấy: Nhóm lợn ở lô đối chứng khỏe mạnh,
không có triệu chứng bất thường. Nhóm lợn thí
nghiệm được tiêm vacxin thì một số lợn chỉ có biểu
hiện ít vận động hơn trong thời điểm thân nhiệt tăng.
Các ngày sau đó, con vật ăn uống, khoẻ mạnh bình
thường.Tất cả lợn không thấy biểu hiện sưng, đỏ ở vị
trí tiêm. Trong suốt thời gian theo dõi, không có bất
kỳ triệu chứng bất thường hay triệu chứng điển hình
của bệnh LMLM như mọc mụn nước ở miệng, lưỡi,
kẽmóng và khó vận động. Phản ứngcục bộ như u hạt
tại vị trí tiêm thường xuất hiện khi sử dụng chất bổ
trợ nhũ dầu thế hệ trước (ví dụ như: Tá dược Freund
không đầy đủ, tá dược Freund đầy đủ, Montanide
MF59, AS03) (Petrovsky và Aguilar, 2004) nhưng
trong nghiên cứu này, việc sử dụng nhũ dầu kép (ISA
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201 VG) đã khắc phục được điều đó, không quan sát
thấy phản ứng cục bộ tại vị trí tiêm. Nhiệt độ tăng
nhẹ của một số lợn khi tiêm vacxin LMLM vô hoạt
nhị giá type O, A nhũ dầu chỉ là phản ứng nhẹ khi
tiêm vacxin (Nguyễn Bá Hiên, 2010); sau 2-3 ngày,
thân nhiệt trở lại bình thường. Phản ứng này cũng
nằm trong giới hạn bình thường khi tiêm vacxin nhũ
dầu (Stils Jr, 2005). Tham chiếu tiêu chuẩn TCVN
8685-10: 2014, có thể thấy rằng vacxin LMLM vô
hoạt nhị giá type O,Anhũ dầu an toàn đối với lợn.

* Kiểm tra an toàn vacxin LMLM vô hoạt nhị
giá type O, A keo phèn

Tương tự với vacxin LMLM vô hoạt nhũ
dầu, lợn sau khi được tiêm vacxin LMLM
nhị giá O, A keo phèn được ghi chép nhiệt độ
hàng ngày đối với cả hai nhóm (thí nghiệm và
đối chứng) trong vòng 14 ngày. Kết quả theo
dõi thân nhiệt của 2 nhóm được thể hiện trên
bảng 3.

B�ng 3. Thân nhiệt của lợn sau khi tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A keo phèn

Thời gian theo dõi
(ngày)

Thân nhiệt lợn ( C)
3

Nhóm L1-KP Nhóm L- DC1
1 39,78 ± 0,52 39,2 ± 0,07 0,29
2 39,51 ± 0,2 39,2 ± 0,14 0,19
3 38,98 ± 0,52 38,8 ± 0,28 0,10
4 39,4 ± 0,22 39,1 ± 0,14 0,14
5 39,2 ± 0,27 39 ± 0,28 0,43
6 39 ± 0,19 39,03 ± 0,04 0,84
7 39,15 ± 0,13 39,15 ± 0,07 1
8 39,1 ± 0,21 39,2 ± 0,14 0,29
9 39,06 ± 0,17 39,15 ± 0,07 0,51
10 39,02 ± 0,08 39,1 ± 0,14 0,37
11 39,12 ± 0,11 39,15 ± 0,07 0,74
12 39,18 ± 0,13 39 ± 0 0,12
13 39,16 ± 0,09 39,05 ± 0,21 0,34
14 39,16 ± 0,06 39,15 ± 0,07 0,85

Nhóm L1 – KP: Lợn tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A keo phèn; nhóm L- DC1: Lợn đối
chứng, không tiêm

Kết quả cho thấy, nhóm lợn thí nghiệm có nhiệt
độ trung bình dao động trong khoảng từ 38,98 –
39,780C. Sau khi tiêm vacxin, thân nhiệt của một
số lợn ở nhóm thí nghiệm cũng bắt đầu tăng nhẹ
ở ngày thứ 1 với nhiệt độ trung bình là 39,780C;
thân nhiệt giảm dần ở ngày thứ 2, trung bình là
39,510C. Từ ngày thứ 3 trở đi, thân nhiệt bắt đầu
giảm dần; trong thời gian theo dõi, nhiệt độ dao
động từ 38,98 - 39,40C nằm trong ngưỡng sinh lý
bình thường. Trong khi đó ở nhóm lợn đối chứng,
thân nhiệt vẫn duy trì ổn định trong khoảng 38,8 -
39,20C suốt thời gian 14 ngày theo dõi. Thân nhiệt
của hai nhóm lợn không có sự khác biệt (P > 0,05).

Theodõi biểuhiện lâm sàng trên lợn trong14ngày
cho thấy một số lợn ít vận động khi thân nhiệt tăng

nhẹ, sau đó con vật trở lại bình thường, vị trí tiêm có
biểu hiện hơi sưngnhưng chỉ trongmột ngày sau tiêm
vàmất dần trong thời gian theo dõi, lợn không có triệu
chứng bất thường hay triệu chứng điển hình của bệnh
LMLM. Kết quả này tương đồng với nghiên cứu của
Valtulini H (2005). Tham chiếu TCVN 8685:10-
2014, có thể thấy rằng vacxin LMLM vô hoạt nhị giá
type O,Akeo phèn an toàn đối với lợn.

3.2. Đáp ứng miễn dịch của lợn sau khi tiêm
vacxin

Đáp ứng miễn dịch của lợn sau khi tiêm vacxin
LMLM vô hoạt nhị giá type O, A nhũ dầu và keo
phèn được xác định bằng phản ứng trung hoà trên
tế bào, thể hiện ở bảng 4a và 4b.
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B�ng 4a. Hiệu giá kháng thể trung hòa của lợn được tiêm vacxin LMLM nhị giá O,A nhũ dầu

Ngày sau tiêm

Hiệu giá kháng thể LMLM (LogVNT )

Type A Type O

Nhóm L2-ND Nhóm L-DC2 Nhóm L2-ND Nhóm L-DC2

0 < 0,9 < 0,9 < 0,9 < 0,9

7 0,9 < 0,9 0,9 < 0,9

14 0,9 < 0,9 0,9 < 0,9

21 1,11 ± 0,18 < 0,9 0,96 ± 0,08 < 0,9

28 1,23 ± 0,22 < 0,9 1,56 ± 0,08 < 0,9

35 1,53 ± 0,22 < 0,9 1,68 ± 0,13 < 0,9

42 2,04 ± 0,08 < 0,9 2,1 ± 0,24 < 0,9

49 2,2 ± 0,09 < 0,9 2,40 ± 0,24 < 0,9

56 2,26 ± 0,11 < 0,9 2,49 ± 0,25 < 0,9

70 2,26 ± 0,11 < 0,9 2,49 ± 0,25 < 0,9

84 2,25 ± 0,15 < 0,9 2,46 ± 0,13 < 0,9

98 2,2 ± 0,09 < 0,9 2,43 ± 0,27 < 0,9

112 2,16 ± 0,08 < 0,9 2,37 ± 0,22 < 0,9

126 2,13 ± 0,07 < 0,9 2,34 ± 0,27 < 0,9

140 2,10 ± 0,11 < 0,9 2,32 ± 0,08 < 0,9

154 2,10 ± 0,11 < 0,9 2,22 ± 0,25 < 0,9

168 2,07 ± 0,06 < 0,9 2,16 ± 0,25 < 0,9

182 2,04 ± 0,08 < 0,9 2,07 ± 0,25 < 0,9

196 1,95 ± 0,18 < 0,9 2,01 ± 0,23 < 0,9

B�ng 4b. Hiệu giá kháng thể trung hòa của lợn được tiêm vacxin LMLM nhị giá O,A keo phèn

Ngày sau tiêm

Hiệu giá kháng thể LMLM (LogVNT )

Type A Type O

Nhóm L2-KP Nhóm L-DC2 Nhóm L2-KP Nhóm L-DC2

0 < 0,9 < 0,9 < 0,9 < 0,9

7 0,9 < 0,9 0,9 < 0,9

14 0,9 < 0,9 0,9 < 0,9

21 0,93 ± 0,06 < 0,9 1,02 ± 0,12 < 0,9

28 1,2 ± 0,11 < 0,9 1,32 ± 0,2 < 0,9

35 1,59 ± 0,08 < 0,9 1,62 ± 0,13 < 0,9

42 1,71 ± 0,13 < 0,9 1,74 ± 0,08 < 0,9

49 1,62 ± 0,13 < 0,9 1,59 ± 0,08 < 0,9

56 1,59 ± 0,08 < 0,9 1,56 ± 0,08 < 0,9

70 1,59 ± 0,13 < 0,9 1,56 ± 0,08 < 0,9

84 1,56 ± 0,08 < 0,9 1,47 ± 0,12 < 0,9

98 1,48 ± 0,16 < 0,9 1,39 ± 0,06 < 0,9

112 1,41 ± 0,17 < 0,9 1,23 ± 0,18 < 0,9

126 1,35 ± 0,18 < 0,9 1,20 ± 0,16 < 0,9

140 1,23 ± 0,13 < 0,9 1,29 ± 0,35 < 0,9

154 1,17 ± 0,18 < 0,9 1,14 ± 0,31 < 0,9

168 0,98 ± 0,07 < 0,9 1,11 ± 0,25 < 0,9

182 < 0,9 < 0,9 0,96 ± 0,13 < 0,9

196 < 0,9 < 0,9 0,93 ± 0,06 < 0,9

Ghi chú: Nhóm L2 – KP: lợn tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A keo phèn, nhóm L2- ND: lợn tiêm vacxin LMLM
vô hoạt nhị giá type O, A nhũ dầu; nhóm L-DC2: lợn đối chứng.
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Kết quả trên bảng 4a cho thấy lợn sau khi được
tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A nhũ
dầu, hiệu giá kháng thể bắt đầu tăng dần tại các thời
điểm lấy máu. Hiệu giá kháng thể trung hoà tại thời
điểm 28 ngày p.v là 1,23 ± 0,22 đối với type A và
1,56 ± 0,08 đối với type O. Đến thời điểm 56 ngày
p.v, đối với type A đạt 2,26 ± 0,11 và đối với type
O đạt 2,49 ± 0,25; đều > 2. Đáp ứng kháng thể của
lợn vẫn tiếp tục tăng và duy trì ngưỡng bảo hộ trong
thời gian từ 84 - 140 ngày p.v (khoảng 2- 4 tháng
p.v). Tại thời điểm 140 ngày p.v kháng thể trung
hoà của typeA đạt 2,10 ± 0,11 và type O đạt 2,32 ±
0,08. Sau đó, kháng thể trung hoà của lợn bắt đầu
có xu hướng giảm dần; tại thời điểm 196 ngày p.v
(khoảng 6 tháng sau tiêm mũi 2), kháng thể chỉ đạt

đối với type A là 1,95 ± 0,18 (<2) và type O là 2,01
± 0,23. Bên cạnh đó, hiệu giá kháng thể kháng virus
LMLM ở lợn được tiêm vacxin LMLM vô hoạt
nhị giá type O, A keo phèn (bảng 4b) bắt đầu tăng
nhanh nhưng không ổn định. Tại thời điểm 42 ngày
p.v, kháng thể trung hoà đạt cao nhất đối với typeA
và O là 1,71 ± 0,13 và 1,74 ± 0,08. Tuy nhiên, các
thời điểm lấy máu sau đó, hiệu giá kháng thể có xu
hướng giảm dần; đến thời điểm 56 ngày p.v, hiệu
giá kháng thể trung hoà giảm với type A là 1,59 ±
0,08 và type O là 1,56 ± 0,08; đều < 2.

Đồ thị biểu diễn kháng thể trung hoà của lợn
sau khi tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhũ dầu và
keo phèn nhị giá type O,A được thể hiện trên hình
1a và 1b.

Hình 1a. Hiệu giá kháng thể trung hoà type
A của lợn sau khi tiêm vacxin LMLM vô hoạt

nhũ dầu và keo phèn nhị giá type O, A

Hình 1b. Hiệu giá kháng thể trung hoà type
O của lợn sau khi tiêm vacxin LMLM vô

hoạt nhũ dầu và keo phèn nhị giá type O, A
Nhóm L2 – KP: lợn tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A keo phèn, nhóm L2- ND: lợn tiêm
vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A nhũ dầu

Đáp ứng miễn dịch của lợn sau khi tiêm vacxin
LMLM vô hoạt nhị giá type O, A nhũ dầu và keo

phèn được xác định bằng phản ứng ELISA thể
hiện trong bảng 5a và 5b.

1/4 1/16 1/32 1/64 1/128

1/256 1/512 Đ/C virus Đ/C tế bào Đ/C dương

Hình 2. Hình ảnh tế bào trong phản ứng trung hòa LMLM
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B�ng 5a. Hiệu giá kháng thể ELISA của lợn được tiêm vacxin LMLM nhị giá type O,A nhũ dầu

Ngày sau tiêm

Hiệu giá kháng thể ELISA (Log 10)

Type A Type O

Nhóm L2-ND Nhóm L-DC2 Nhóm L2-ND Nhóm L-DC2

0 < 1,2 < 1,2 < 1,2 < 1,2

7 < 1,2 < 1,2 < 1,2 < 1,2

14 < 1,2 < 1,2 < 1,2 < 1,2

21 1,23 ± 0,22 < 1,2 < 1,2 < 1,2

28 1,59 ± 0,07 < 1,2 1,62 ± 0,06 < 1,2

35 1,71 ± 0,33 < 1,2 1,83 ± 0,07 < 1,2

42 2,13 ± 0,07 < 1,2 2,25 ± 0,15 < 1,2

49 2,26 ± 0,11 < 1,2 2,4 ± 0,24 < 1,2

56 2,35 ± 0,13 < 1,2 2,52 ± 0,16 < 1,2

70 2,38 ± 0,12 < 1,2 2,61 ± 0,13 < 1,2

84 2,34 ± 0,17 < 1,2 2,61 ± 0,13 < 1,2

98 2,26 ± 0,11 < 1,2 2,58 ± 0,12 < 1,2

112 2,22 ± 0,13 < 1,2 2,52 ± 0,16 < 1,2

126 2,16 ± 0,09 < 1,2 2,49 ± 0,2 < 1,2

140 2,16 ± 0,09 < 1,2 2,44 ± 0,13 < 1,2

154 2,10 ± 0,11 < 1,2 2,35 ± 0,20 < 1,2

168 2,10 ± 0,11 < 1,2 2,28 ± 0,12 < 1,2

182 2,07 ± 0,07 < 1,2 2,2 ± 0,08 < 1,2

196 2,04 ± 0,08 < 1,2 2,10 ± 0,11 < 1,2

B�ng 5b. Hiệu giá kháng thể ELISAcủa lợn được tiêm vacxin LMLMnhị giá typeO,Akeo phèn

Ngày sau tiêm

Hiệu giá kháng thể ELISA (Log 10)

Type A Type O

Nhóm L2-KP Nhóm L-DC2 Nhóm L2-KP Nhóm L-DC2

0 < 1,2 < 1,2 <0,9 < 1,2

7 < 1,2 < 1,2 0,9 < 1,2

14 < 1,2 < 1,2 0,9 < 1,2

21 < 1,2 < 1,2 < 1,2 < 1,2

28 1,41 ± 0,2 < 1,2 1,41 ± 0,28 < 1,2

35 1,83 ± 0,13 < 1,2 1,83 ± 0,07 < 1,2

42 1,86 ± 0,17 < 1,2 1,86 ± 0,09 < 1,2

49 1,77 ± 0,2 < 1,2 1,71 ± 0,13 < 1,2

56 1,71 ± 0,27 < 1,2 1,71 ± 0,2 < 1,2

70 1,62 ± 0,13 < 1,2 1,68 ± 0,13 < 1,2

84 1,59 ± 0,13 < 1,2 1,65 ± 0,11 < 1,2

98 1,56 ± 0,08 < 1,2 1,62 ± 0,13 < 1,2

112 1,53 ± 0,22 < 1,2 1,53 ± 0,07 < 1,2

126 1,47 ± 0,12 < 1,2 1,50 ± 0,10 < 1,2

140 1,35 ± 0,28 < 1,2 1,41 ± 0,28 < 1,2

154 1,41 ± 0,28 < 1,2 1,38 ± 0,25 < 1,2

168 1,29 ± 0,28 < 1,2 1,36 ± 0,11 < 1,2

182 < 1,2 < 1,2 1,30 ± 0,09 < 1,2

196 < 1,2 < 1,2 1,23 ± 0,07 < 1,2

Ghi chú: Nhóm L2 – KP: lợn tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A keo phèn; nhóm L2- ND: lợn tiêm vacxin LMLM
vô hoạt nhị giá type O, A nhũ dầu; nhóm L-DC2: lợn đối chứng.
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Sự phát triển trong sản xuất vacxin LMLM
hướng tới việc lựa chọn các chất bổ trợ thích hợp
có thể tạo ra đáp ứng miễn dịch cao và kéo dài.
Chất bổ trợ được xem là yếu tố quan trọng trong
việc xây dựng công thức vacxin, góp phần ảnh
hưởng đến đáp ứng miễn dịch của con vật bằng
cách này hay cách khác. Khi tiếp nhận vacxin, cơ
thể huy động bộ máy miễn dịch để tạo kháng thể
chống lại tức thời, lượng kháng thể đạt mức tối
đa sau khoảng 3 tuần tiêm vacxin và nó duy trì
trong một thời gian nhất định, có khi cả cuộc đời
con vật (Nguyễn Bá Hiên, 2010). Đáp ứng miễn
dịch của cơ thể có thể bao gồm miễn dịch tế bào,
miễn dịch dịch thể (kháng thể trung hoà). Kháng
thể trung hoà đóng vai trò quan trọng giúp cơ
thể chống lại virus LMLM và có mối tương quan
chặt chẽ đến khả năng bảo hộ của cơ thể. Tuy

nhiên, kháng thể trung hòa đơn độc không phải
lúc nào cũng có khả năng chống lại sự lây nhiễm
bệnh LMLM (Becker, 1994). Trong vacxin thú
y, phương pháp công cường độc là phương
pháp trực tiếp hay còn được gọi là phương pháp
“Gold” trong việc đánh giá khả năng bảo hộ của
vacxin (Protective dose 50 – liều bảo hộ 50%).
Theo OIE (2018), vacxin LMLM vô hoạt thông
thường chứa ít nhất 3PD50, vacxin trong điều kiện
khẩn cấp có thể lên đến 6PD50. Do điều kiện thực
tế có những hạn chế về mặt kĩ thuật và an toàn
sinh học nên phương pháp này rất khó thực hiện
đối với việc đánh giá vacxin LMLM. Vì vậy, có
thể đánh giá hiệu giá kháng thể của động vật sau
tiêm bằng phương pháp gián tiếp như: phản ứng
trung hòa virus trên môi trường tế bào (VNT),
phương pháp ELISA phát hiện kháng thể, phương

Hình 3a. Hiệu giá kháng thể ELISA type A
của lợn sau khi tiêm vacxin LMLM vô hoạt
nhũ dầu và keo phèn nhị giá type O, A

Hình 3b. Hiệu giá kháng thể ELISA type O
của lợn sau khi tiêm vacxin LMLM vô hoạt
nhũ dầu và keo phèn nhị giá type O, A

Nhóm L2 – KP: lợn tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A keo phèn; nhóm L2- ND: lợn tiêm
vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A nhũ dầu

Kết quả trên bảng 5a và 5b cho thấy, hiệu giá
kháng thể của lợn được xác định bằng phương pháp
ELISAtỷ lệ thuận với kháng thể trung hoà. Đáp ứng
miễn dịch của lợn thuộc nhóm L2- ND, hiệu giá
kháng thể tăng từ 21 ngày sau khi tiêm vacxin (type
A là 1,23 ± 0,22 và type O <1,2), hiệu giá kháng
thể đạt ngưỡng bảo hộ sớm tại thời điểm 42 ngày
p.v (typeA là 2,13 ± 0,07 và type O là 2,25 ± 0,15).
Kháng thể tiếp tục duy trì ngưỡng bảo hộ trong thời
gian 2- 4 tháng p.v. Đến 6 tháng sau khi tiêm mũi
2 (196 ngày), hiệu giá kháng thể chỉ là 2,04 ± 0,08
< 2,1 đối với type A và 2,10 ± 0,11 đối với type O.

Trong khi đó, lợn thuộc nhóm L2- KP tại thời điểm
42 ngày p.v, kháng thể ELISA đối với type A và
O là 1,86 ± 0,17 và 1,86 ± 0,09. Tuy nhiên, tại các
thời điểm lấy máu sau đó, hiệu giá kháng thể có xu
hướng giảm dần, đến thời điểm 56 ngày p.v, kháng
thể ELISA của type A là 1,71 ± 0,27 và type O là
1,71 ± 0,2. Đến thời điểm 196 ngày p.v (khoảng 6
tháng sau tiêmmũi 2), kháng thểELISAcủa lợn đối
với typeAvà type O đều <1,2. Đồ thị biểu diễn hiệu
giá kháng thể ELISA của lợn sau khi tiêm vacxin
LMLM nhũ dầu và keo phèn nhị giá type O,Ađược
thể hiện trong hình 3a và 3b.
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pháp định lượng kháng thể LP- ELISA hay liều
bảo hộ của vacxin trên chuột lang chưa cai sữa
(Maradei H ., 2008). Tuy nhiên, phương pháp
trung hoà chỉ thực hiện tại cơ sở nghiên cứu và
cần phải đảm bảo các yếu tố về an toàn sinh học,
còn phương pháp ELISA có thể áp dụng rộng
rãi tại các phòng thí nghiệm và là cơ sở để đánh
giá hiệu quả sử dụng của vacxin. Trong nghiên
cứu này đã sử dụng cả hai phương pháp đánh
giá gián tiếp là phương pháp trung hoà trên tế
bào (VNT) và phương pháp ELISA. Kết quả cho
thấy, lợn được tiêm cả hai loại vacxin LMLM có
cùng nồng độ kháng nguyên nhưng với chất bổ
trợ khác nhau đều có đáp ứng miễn dịch. Hiệu
giá kháng thể trung hoà tỷ lệ thuận với hiệu giá
kháng thể ELISA. Hiệu giá kháng thể trung hoà
và hiệu giá kháng thể ELISA bắt đầu xuất hiện từ
ngày 21 p.v, hiệu giá kháng thể ELISA đạt dương
tính tại thời điểm 28 ngày p.v đối với lợn thuộc
nhóm L2-ND (hiệu giá kháng thể type A là 1,59
± 0,07 và type O là 1,62 ± 0,06). Kết quả hiệu giá
kháng thể trung hoà của hai nhóm vacxin không
có sự sai khác đến ngày thứ 35 p.v (P > 0,05). Tuy
nhiên, đến thời điểm 42 ngày p.v, hiệu giá kháng
thể của hai nhóm đã có sự sai khác (P<0,05). Đáp
ứng kháng thể ở nhóm L2-KP tăng nhanh hơn
so với nhóm lợn L2-ND, tại thời điểm 42 ngày
p.v, kháng thể nhóm L2-KP đạt cực đại nhưng
vẫn dưới ngưỡng bảo hộ (VNT <2) (TCVN 8685,
2014), kháng thể giảm dần trong thời gian theo
dõi. Đối với nhóm lợn L2-ND, hiệu giá kháng thể
tiếp tục tăng đều và duy trì ngưỡng bảo hộ đến
tháng thứ 5 (168 ngày) sau tiêm mũi 2, đến tháng
thứ 6 hiệu giá kháng thể của type A dưới ngưỡng
bảo hộ (VNT<2, hiệu giá kháng thể ELISA <2,1).
Kết quả này tương đồng với nghiên cứu trước
đây cho rằng miễn dịch tạo bởi vacxin nhũ dầu
thường chỉ kéo dài được 6 tháng, đến thời điểm
này con vật nên được tiêm nhắc lại (Golde H ,
2005). Lê Trần Tiến (2017) cũng cho rằng lợn
được tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhũ dầu đơn
giá và nhị giá type O có độ dài miễn dịch kéo dài
khoảng 6 tháng khi hiệu giá kháng thể được đánh
giá bằng cả hai phương pháp VNT và phương
pháp ELISA. Trong khi đó, nhóm đối chứng (L-
DC2) hiệu giá không thay đổi trong suốt thời gian
theo dõi. Kết quả này cho thấy, vacxin LMLM

dùng chất bổ trợ nhũ dầu hầu hết thành công ở
đa số các loài và có đáp ứng miễn dịch chậm hơn
vacxin keo phèn nhưng kéo dài (Doel, 2003).
Vacxin LMLM dùng chất bổ trợ có công thức bổ
trợ nhôm hydroxit và/hoặc saponin thông thường
chỉ có khả năng bảo vệ ở đa số động vật nhai lại
(trâu/bò, cừu và dê) (Barei H , 1979), đáp ứng
miễn dịch kém trên lợn.

IV. KẾT LUẬN
Từ kết quả thu được, có thể kết luận rằng vacxin

LMLM vô hoạt nhị giá type O, A nhũ dầu và keo
phèn đều an toàn đối với lợn. Đáp ứng miễn dịch
của nhóm lợn được tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị
giá type O,A nhũ dầu cao hơn nhóm lợn được tiêm
vacxin LMLM vô hoạt nhị giá type O, A keo phèn
và sau 6 tháng nên tiêm nhắc lại. Vì vậy, chúng tôi
khuyến cáo nên tiêm vacxin LMLM vô hoạt nhị
giá O, A nhũ dầu cho lợn, không nên tiêm vacxin
LMLM vô hoạt nhị giá O,A keo phèn.

Lời cảm ơn: &húng tôi xin chân thành cảm ơn
Bộ Khoa học và Công nghệ đã cung cấp kinh phí
thực hiện đề tài; các tổ chức, cá nhân đã giúp đỡ
trong quá trình thực hiện các nội dung nghiên cứu.
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