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TOM TAT

K¢ thuat bénh ly va héa mién dich té chirc da dwoc stiv dung dé phat hién virus cé trong 5 lon nai
bi nghi mac héi chieng réi loan sinh san va hd hap (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome-
PRRS). Sau d6, cac mau bénh phdm gém: phéi, hach phéi, tir cung tir cac lon nai dé da dwoc sip
dung dé phan lap virus trén dong té bao Marc 145. Cac ching virus PRRS gay bénh cho lon nai & Viét
Nam phat trién tot trén moi trwong té bao Marc 145 va gay nén bénh tich té bao, bénh tich té bao xuat
hién sau 48 gio gay nhiém.

Tir khéa: Hoi chirng rdi loan sinh san va hé hap (PRRS), lon nai, phan lap, virus.

SUMMARY

Pathological and immunohistochemical techniques were applied to detect target virus from 5 sows
infected with PRRS (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome). After that, samples of lung,
pulmonary lymphnode and uterus of the above sows were used for isolation of PRRS virus in Marc 145
cell line. It was found that the virus causing PRRS in sows in Viet Nam could be isolated and grew well in
Marc 145 cell line with cito pathogenic effect (CPE) observed 48h after inoculation in all samples.

Key words: Isolation, Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS), sows, virus.

1. DAT VAN DE

Hién nay, nganh chan nu6i nudc ta dang
ngay cang duge chd trong phat trién va gii
mét vi tri quan trong trong nén kinh té& quoc
dan, trong d6, chian nudi lgn da tré thanh
nguén thu nhap cha yéu d6i véi nhiéu ho
nong dan. Cung véi su phat trién cta nganh
chin nuéi, van dé dich bénh luén song hanh
va giy nhiéu tén th&t cho ngudi chan nudi,
déc biét, chan nudi lgn nai déng vai tro quan
trong trong viéc cung cAp ngudn con gidng
nhung thudng xuyén bi de doa béi dich bénh.
Hoi chiing r6i loan sinh san va ho hap
(PRRS) 14 bénh truyén nhiém nguy hiém caa
loai lgn. Theo Nguyén Hitu Nam va Nguyén
Thi Lan (2007), PRRS 14 bénh phtic tap véi
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cac dac trung 14 1on nai sinh san bi say thai,
chét thai, thai khé hoéc lgn con sinh ra yéu.
Chung virus PRRS chau Au da duge phan
lap dau tién ¢ Ha Lan (Wenswooet va cs.,
1991) va chiung PRRS Bic My dugc tim thay
& My (Benfield va cs., 1992). O Viét Nam,
nhiing nghién ctu vé virus PRRS (PRRSV)
néi chung con rat it. Theo Nguyén Ba Hién
va Huynh Thi My Lé (2007), dich t4n cong
ctia virus 1a cac dai thuc bao, day 1a té& bao
duy nhét c6 diém cam thu (yéu t6 cam thu)
phu hgp véi cau tric hat virus. Vi vay virus
hap thu va thuc hién qua trinh nhén lén chi
trong té& bao nay va pha huy né. T&€ bao Marc
14 dai thuc bao phé nang cta lon thich hop
cho su nhan lén cta virus (Murakami va cs.,
1994; Shimizu va cs., 1994).
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Vi vay, moi truong t& bao Marc 145 da
duge st dung dé tién hanh phan lap virus
PRRS trén tir cac lon nai méc bénh dudc
chén doan bang cac k§ thuat bénh 1y va hoa
mién dich nhim cung cdp théng tin cho cac
nghién c@u sdu hon vé PRRSV gép phan vao
viée san xuét kit chidn doan va ché vacxin
phong bénh.

2. NGUYEN LIEU - PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

2.1. Nguyén liéu

- Céc lgn nai nghi méc PRRS (dudc mé
kham va 14y mau 6 cac pht tang nhu phéi,
hach phéi, tim, gan, lach...).

- T& bao Marc 145 dugc nudi cay trén cac
dia 16ng.

- Hoa chat, dung cu st dung trong k§
thuat lam tiéu ban bénh ly, kj thuat hoa mé
mién dich va k§ thuat nudi cay té bao.

2.2. Phuong phap nghién ctiu

- St dung cac phuong phap thi nghiém
thuong quy trong phong thi nghiém bénh ly
nhu phuong phap mé kham, phuong phap
lam tiéu ban bénh 1y va cac ky thuat mdéi
nhu phuong phap héa mé mién dich, phuong
phéap phén lap virus.

+ Phuong phap héa md mién dich
(Immunohistochemistry - IHC): cho phép
chdn doan chinh x4c lon méc PRRS. Mau
bénh pham sau khi dugde cit thanh tiéu ban
bénh 1y sé dugc lam sach parafin. Tién hanh
hoat hoa enzym bing cach ngam ngap tiéu
ban trong dung dich PBS (Phosphat buffer
saline) 1X va hap uét 6 121°C trong 5 phit.
Khii peroxydase ndi sinh dung H,O, trong
dung moi Methanol (ti 1& 1:9). Gén khang
thé (KT), nhé KT khang PRRSV chuén lén
tiéu ban,  tiéu ban 6 ti 4m 37°C trong 1 gio
hoidc 4°C qua dém. Riia tiéu ban bang dung
dich PBS (lap lai 3 1an). GAn khang khang
thé (KKT) c6 gin enzyme (Dako-Japan) lén
tiéu ban, 1 6 37°C trong 1 gid va rua lai tiéu
ban. Gén co chit, ngdm tiéu ban trong dung
dich DAB (3,3'-diaminobenzidine) khoang 3-
8 phit. Tién hanh nhuém nhan t& bao bang

Hematoxylin, lam sach va gin baume
Canada, quan sat két qua trén kinh hién vi
quang hoc.

+ Phuong phap phan lap virus gbm 3 buéc:

Buide 1 chuén bi t& bao phan lap: Té€ bao
Marc 145 duge dua vao nudi cdy trong méi
truong va diéu kién thich hop, méi truong
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
c6 bé sung 10% FBS (Fetal bovine serum)
lam &m trong tu 37°C trong 30 phut trudc
khi 14y t& bao moc vita kin day dia 1ong thi
tién hanh gay nhiém virus.

Bude 2 chudn bi mau phan lap: Mau
bénh pham duge nghién nat bang chay va c6i
vo trung sau d6 duge dong nhat trong dung
dich DMEM. Ly tam téc do cao thu lai hén
dich. Hbn dich déng nhat qua loc dudc 14y dé
gy nhiém vao té& bao Marc 145.

Budc 3 gay nhiém virus va quan sat két
qua: Tu cac dia 16ng t& bao da chuédn bi 6
budec 1 hit bd médi trudng nudi cdy va bo
sung 100 pl mAu da chudn bi & buée 2. TE
bao giy nhiém virus dudc u & 37°C véi 5%
CO, trong 30 phut. B6 sung 1,5 ml méi
truosng DMEM c6 chtta 10% TPB (Tryptose
Phosphate Broth) vao dia 16ng va dé & 37°C
v6i 5% CO,. Hang ngay theo doi sy pha huy
t& bao bang kinh hién vi soi néi va thu lai
virus khi t& bao bi pha huy dat 80% - 90%
dién tich day cta dia léng .

3. KET QUA

3.1. Mot s6 dac diém bénh 1y cht yéu cua

lon nai mac PRRS

Trén cd s6 thu thap cac mau bénh phim
ti nhiing lon nai é cac dia phuong khac nhau
¢6 cac dau hiéu dic trung cia PRRS nhu: phat
ban, khé thd, c6 nhit mét, tim tai, say thai,
viém vi mit stia, nghién ctu nay da chon 5
lon nai c6 bénh tich dién hinh dé nghién ctu
tiép. Céc bién déi bénh 1y cta lgn nai méc
PRRS tap trung cht yéu & phdi, hach 14m ba
(HLB) va ti cung (Bang 1 va 2; cac hinh 1, 2,
3, 4). Bén canh d6, cac bénh tich ¢ lach, than
va mot sd co quan khac 14 khoéng déc trung va
phu thudc vao tinh trang, dién bién ctia bénh
cling nhu su ké& phat ctia cac bénh khac.
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Bang 1. Bénh tich dai thé chti y&€u cta 05 lgn nai mic PRRS

Co quan
STT Tén ] an xu& 4ch nhdi i 7
Phéi viem HLB sung Than )Aguat Lach r1h0| Co Elm Tw_E:ung
huyét huyét nhéo viém
1 Nai mang thai 1-N1 +++ ++ - - _ 4+
2 Nai mang thai 2-N2 +H++ +4++ +++ - ++ ++++
3 Nai nudi con 1-N3 ++++ +++ +++ ++ +++ ++
4 Nai nudi con 2-N4 +++ ++ ++ ++ - ++
5 Nai nudi con 3-N5 +++ ++ - - - ++
Ghi chii: ++++ Rdt ndng ~ +++ Ning ++Trung binh +Nhe - Khéng biéu hién
Bang 2. Bénh tich vi thé chti yéu ctia 05 lgn nai mic PRRS
TT Tén _ Co quan _ i
Phoi HLB Lach Than Tk cung
- Xuét huyét p P P B - K& than xuét - Tham nhiém
TN Vach phé nang dwt nat Xuat huyet - Xuat huyet huyét té bao viem
- Xuét huyét -Sélwong 1am - Xuét huyét A oA s - Téng sinh té
2 N2 r&paoviem & phénang bachugidm - Vach dit ndt Cau than viem bao xo
3 N3 - Phé nang c6 dich viem  -Nanglamba - Tuy trdng teo lai, ~ I%ﬁu gh'?nr\gﬁméé - Niém mac to
va dai thuc bao teo véch dirt nat 9 ohg fong cung dut nat
tru trong
4 N4 - Phéquanphéviem  -Xudthuygt ~ ~nodihodva - -Xoangbaoman - -Tham nhiemte
hoai t&r gian rong bao viém
5 N5 " Ké phdi tang sinh té bao  _ Xuét huyét - XuAt huyét - Té bao than bi - Khong cé bién

X0 thoai hoa, hoai ttr  ddi vi thé

Hinh 1. Phéi viém Hinh 2. Than xuat huyét

Hinh 3. Hach 1am ba xuat huyét (HE x40) Hinh 4. Dich phu trong long ph& nang (HE x40)
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3.2. Két qua nhuém hoia mé mién dich

T cée lon nai nghi mic PRRS duge lua
chon, nghién cu nay tién hanh nhudém hoa
mién dich t6 chtc v6i cac miu phdi, hach
phéi va ti cung cia 5 lon trén dé chan doan
xac dinh sy c¢6 mit ciia virus PRRS 1lam co s6
cho viéc phan lap virus (Bang 3).

Trén cac block phdi, hach phdi va ti cung
ctia cac lgn nai nghién ctiu duge lya chon lam
héa mién dich déu cho két qua duong tinh véi
PRRSV biéu hién 1a nhiing dam t6 chiic bét
mau vang nau trén tiéu ban vi thé caa to
chtic phéi, hach phéi, ti cung cta lgn bénh.
S& di phéi, hach phéi va ti cung dude lua
chon thuc hién k¥ thuat hod mé mién dich vi
nhiing bién d6i bénh 1y ctia lon nai méc PRRS
dude quan sat thdy tap trung chu yé&u & phéi,
hach phéi va ti cung. Virus PRRS c6 dic
diém 1a rat thich hop véi dai thuc bao, dic
biét 1a dai thuc bao ving phdi. Day 1a t& bao
duy nhét c6 diém cadm thu phu hop véi ciu
tric hat virus, vi thé& virus hap thu va thuc
hién qua trinh nhan lén chi trong t& bao nay
va pha huy né (Hinh 5 va 6).

3.3. K&t qua phan lap PRRSV trén méi
trudng t& bao Marc145

5 lon ¢6 cac biéu hién 1am sang dic trung
cta PRRS sau khi duge tién hanh mé kham,
14y mau, bao quan, 1am tiéu ban vi thé va lam
hoa mién dich xac dinh su c6 mét cta virus,
nghién ctiu di tién hanh phan 1ap virus trén
moi trudng t& bao Marc 145 (Bang 4).

Bénh tich t& bao cua virus PRRS dugc
biéu hién 14 cic t& bao co cum lai véi nhau,
chdi 1én khéi day binh nuéi cay va khi t& bao
bi virus ph4 huy hoan toan thi bong khdi day
binh, c6 thé quan sat rat ro hinh thai bénh
tich nay bdng méit thuong. Tuy nhién, thé
CPE nay ciing rat dé nham lan véi nhiing t&

bao bi chét theo co ché Apoptosis néu khong
quan sat ky. D& quan sat chinh xac hon ciing
c6 thé dung kinh hién vi dién ti quét dé
quan sat su thay d6i hinh thai t& bao.

Trong téng s6 13 mAu tién hanh phéan
lap virus cta 5 lgn nai mac PRRS, 10 mau c6
bénh tich t& bao 6 mic do khac nhau, 3 mau
khéng c6 bénh tich t& bao. Nhu vay, su cb
mit clia virus 6 cac cé quan, bd phan cta Ign
bénh 14 khéng giong nhau. Diéu nay ciing
giai thich nguyén nhan tai sao khi tién hanh
nhuém héa mién dich cadc mau block cho két
qua duong tinh ma khi phan lap virus lai &m
tinh. Nhu vay, su tap trung virus d cic co
quan va 6 mdi thoi diém bénh 14 khac nhau.

Trong cac mau bénh phdm phan lap thi
bénh tich t& bao xuat hién sém nhat sau 48h
phan 1ap va sau 84h t& bao bi pha hiy hoan
toan. Mau phdi cho kha ning phan lap virus
rat cao. Diéu nay giai thich cho nhiing bién
d6i dai thé chu yéu & lgn mic PRRS 1a hién
tugng viém phdi do virus tap trung 6 phéi véi
s6 luong 16n va pha hiy nghiém trong chiic
nang cta phéi vi dich tdn céng clia virus la
cic dai thuc bao phé& nang, tai diy ching
nhan 1én va pha huay cac t& bao nay gay nén
bénh tich dic trung 6 phéi va mot lugng 16n t&
bao dai thuc bao trong nang phéi bi virus xam
nhiém nén dé dang quan sat CPE khi phan
lap virus ti phéi. Két qua ctia nghién ctu nay
cling phu hgp véi nghién ctiu cia Murakami
va cs. (1994), Shimizu va cs. (1994). Sau khi
tién hanh phan lap dude virus PRRS, nghién
ctiu thuc hién phan tng héa mién dich t& bao
v6i khang thé dac hiéu khang virus PRRS dé
khing dinh bénh tich t& bao thu duge 1a do
virus PRRS gay nén va két qua ctia cac miu
virus thu dugce déu cho két qua hoa mién dich
té& bao duong tinh véi virus PRRS (Hinh 7 va 8).

Bang 3. K&t qua nhuém hoa mé mién dich

. Phoi Hach phoi T cung
STT Ki'hieu Block 1 Block 2 Block 1 Block 2 Block 1 Block 2
1 N1 + + + + + +
2 N2 + + - + + +
3 N3 + + + + - -
4 N4 - + + + - -
5 N5 - + . + i i
+ Covirus - Khong co virus
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Hinh 5. Virus tip trung & phéi Hinh 6. Virus tap trung & hach phdi

Bang 4. K&t qua phan 1ap virus PRRS trén méi trudng t& bao Marc 145

CPE (Cytopathology effect)

STT  Kihiéu Bénh pham
36h* 48h 60h 72h 84h

Phéi - 10%** 70% 100%

1 N1 Hach phéi - 5% 60% 80% 100%
T@ cung - - - - -
Phéi - 10% 75% 100%

2 N2 Hach phéi - - - - -
T cung - 5% 60% 80% 100%
Phoi - 15% 90% 100%

3 N3 N
Hach phoi - - - - -
Phoi - 15% 85% 100%

4 N4 Hach phéi - 10% 75% 100%
T& cung - 5% 40% 85% 100%
Phéi - 5% 50% 80% 100%

° NS Hach phdi - 15% 85% 100%

Chii thich : - Khong ¢ bénh tich _ ) ) )
* 1 80 gio sau gdy nhiem ** - bénh tich té bao so vai tong so dién tich day binh

Hinh 7 . T€ bao Marc 145 binh thudng Hinh 8. CPE tit mAu lgn mic PRRS

66



(ng dung mét sb k¥ thuat trong chan doan va phan Iap virus gay héi chirng rdi loan sinh san va hd hap...

4. KET LUAN

Ky thuat bénh 1y va hoa m6é mién dich
cho phép chén doan chinh xac 05 lgn nai méc
hoi ching réi loan sinh san va hé hap. Da
phan 1ap dugdc virus PRRS tit cAc mau bénh
phdm cta lgn nai thu thap duge. T& bao
Marc 145 1a t€ bao thich hop dé phan lap
virus PRRS, virus nhan 1én nhanh trong té&
bao va giy bénh tich dién hinh. Bénh tich t&
bao dude biéu hién 1a cac t& bao co cum lai
véi nhau choi 1én khoi day binh. T bao Marc
145 bi PRRSV pha huy trung binh sau 48h
gdy nhiém, dat mic do cao nhat sau 72h va
bi pha huy muén nhat 1a 84h.
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