BỆNH DỊCH TẢ HEO CỔ ĐIỂN 

(CLASSICAL SWINE FEVER)
(hog cholera)
TÓM TẮT
Bệnh dịch tả heo cổ điển (CSF), cũng gọi là hog cholera, là bệnh truyền nhiễm do virus ở heo. Virus gây bệnh là một thành viên của giống Pestivirus thuộc họ Flaviviridae, có liên quan gần đến virus gây bệnh tiêu chảy ở bò (bovine viral diarrhoea) và virus gây bệnh Biên giới (Border disease). Ở đây chỉ có một chủng huyết thanh (serotype) của virus CSF (CSFV).

Bệnh có thể diễn ra cấp tính, bán cấp tính (subacute), mãn tính, xảy ra muộn (late onset), hay diễn biến không thể hiện, tùy thuộc vào nhiều yếu tố của virus và ký chủ, trong đó lứa tuổi của con thú, độc lực của virus và thời gian bị nhiễm bệnh (trước hay sau khi sinh ra) là các yếu tố quan trọng nhất. Heo trưởng thành thường thể hiện các dấu hiệu kém nặng nề hơn so với thú non và có cơ hội sống sót nhiều hơn. Ở heo nái mang thai, virus có thể xuyên qua hàng rào nhau thai và tìm đến phôi thai. Bệnh nhiễm ở tử cung (in utero) với các dòng virus có độc lực trung bình hay thấp có thể dẫn đến tình trạng gọi là hội chứng “heo nái mang trùng”, dẫn đến tử vong trong kỳ sinh đẻ hay sau sinh đẻ, sinh ra lứa heo con mắc bệnh hay thể hiện “khỏe mạnh” mà bị nhiễm dai dẳng. Một trận dịch CSF có hậu quả nặng nề đối với giao thương với heo và các sản phẩm của chúng.

Bối cảnh lâm sàng biến đổi nhiều của CSF thường làm lệch hướng chẩn đoán theo lâm sàng và cơ sở bệnh tích. Do đó các phương pháp phòng thí nghiệm là cốt yếu cho một chẩn đoán không rõ ràng. Việc phát hiện virus hay acid nucleic của virus trong máu nguyên và các kháng thể trong huyết thanh là các phương pháp tốt cho chẩn đoán CSF trong heo sống, trong khi việc phát hiện virus, acid nucleic hay kháng nguyên trong các mẫu phủ tạng thì thích hợp nhất khi heo chết.
Nhận diện tác nhân gây bệnh: Xét nghiệm kháng thể huỳnh quang trực tiếp (direct fluorescent antibody test – FAT) trên các lát cắt bảo quản lạnh của các cơ quan lấy từ heo bị bệnh có thể áp dụng được để phát hiện kháng nguyên của CSF. Một bộ (panel) các kháng thể đơn giá (monoclonal antibodies – MAbs) được sử dụng để xác định có hay không huỳnh quang là do các kháng nguyên của Pestivirus gây CSF hay không gây CSF. Để phát hiện gen di truyền của CSFV, phản ứng chuỗi phân tử (polymerase chain reaction – PCR) thường được áp dụng. Việc phân lập CSFV sẽ được cố gắng thực hiện trong lớp tế bào thận heo (pig kidney – PK-15), hay các lớp tế bào thích hợp khác. Các mẻ tế bào nuôi được kiểm tra phát hiện phát triển của virus, bằng nhuộm màu miễn dịch huỳnh quang (immunofluorescence) hay màu miễn dịch ô xy hóa (immunoperoxidase); các dòng phân lập có kết quả dương tính được phân loại thêm bằng sử dụng các MAbs và bằng phân tích kết chuỗi một phần gen di truyền (partial genetic sequencing). Các giao thức phản ứng chuỗi phân tử để nhận diện acid nucleic của CSFV đã đạt được chấp nhận ở quốc tế và đang được áp dụng trong một số phòng thí nghiệm, để phát hiện tác nhân gây bệnh lẫn phân biệt với các pestivirus ở thú nhai lại. Xét nghiệm hấp phụ miễn dịch kết hợp enzyme bắt giữ kháng nguyên (antigen-capture enzyme-linked immunosorbent assays – antigen capture ELISA) cũng có ích trong theo dõi đàn, nhưng sẽ không áp dụng trên cơ sở cá thể.

Các xét nghiệm huyết thanh học: Việc phát hiện các kháng thể đặc hiệu với virus đặc biệt có ích trong các đàn có nghi ngờ bị nhiễm từ ít nhất 21 ngày trước bởi CSFV. Các phương pháp huyết thanh học cũng có giá trị cho theo dõi và cho các nghiên cứu lưu hành bệnh, và là cốt yếu nếu một quốc gia có mong muốn được ghi nhận cấp quốc tế là sạch đối với bệnh mà không sử dụng vaccin.

Do đôi khi quan sát thấy các kháng thể của các đàn heo giống đối với CSFV có phản ứng chéo với Pestivirus ở thú nhai lại, các xét nghiệm theo dõi sẽ được tiếp theo là các xét nghiệm xác nhận mà đặc hiệu với CSFV. Một số xét nghiệm ELISA tương đối đặc hiệu với CSFV, nhưng phương pháp được chỉ định cho phân biệt là xét nghiệm trung hòa so sánh (comparative neutralisation test), dùng so sánh hàm lượng các kháng thể đối với các loài Pestivirus khác nhau.

Các yêu cầu đối với vaccin và các chẩn đoán sinh học: Việc sử dụng vaccin đối với CSF là dựa vào virus sống mà đã làm nhược độc, bằng cách cấy truyền qua các tế bào nuôi hay qua các loài ký chủ thích hợp mà không thuộc họ Suidae (heo). Việc sản xuất các vaccin có virus sống biến đổi (modified live virus – MLV) là dựa vào một hệ thống sản xuất lô giống (seed-lot system) mà đã được đánh giá theo hướng nhận diện virus, tính vô trùng (sterility), tính tinh khiết (purity), tính an toàn (safety), tính không truyền lây (nontransmissibility), tính ổn định (stability) và khả năng tạo miễn dịch (immunogenicity). Nếu CSFV được sử dụng trong sản xuất vaccin hay trong các nghiên cứu thử thách, cơ sở vật chất phải hội đủ các yêu cầu của OIE về các mầm bệnh Khu trú Nhóm 4 (Containment Group 4 pathogens).
Các vaccin bất hoạt bình thường sử dụng nguyên virus hiện không có vaccin nào có hiệu quả. Các “vaccin nhân tạo – marker vaccines” từ tiểu đơn vị (subunit) hiện sẵn có, mà ngược lại với các vaccin MLV, là kích thích ra các kháng thể mà có thể phân biệt được với các kháng thể được kích thích bởi các virus thực địa, bằng xét nghiệm chẩn đoán kèm theo vaccin. Hiện nay các “vacccin nhân tạo” được cấp phép là dựa vào glycoprotein chính của vỏ bao (tiểu đơn vị E2) của CSFV, và được sản xuất trong các tế bào của côn trùng, áp dụng kỹ thuật tái tổ hợp DNA.
A. MỞ ĐẦU

Các virus mà gây bệnh dịch tả heo cổ điển (CSF), bệnh tiêu chảy do virus ở bò (BVD) và bệnh Biên giới (BD) là các thành viên của họ Flaviviridae, giống Pestivirus, và có liên quan gần với nhau, về cả tính kháng nguyên và cấu trúc. Các dấu hiệu lâm sàng và các bệnh tích thấy ở heo sau khi chết vì bị nhiễm CSF thường biến thiên nhiều do các yếu tố của cả virus lẫn ký chủ. Hơn nữa, các bệnh nhiễm bẩm sinh với các pestivirus của thú nhai lại ở heo có thể gây ra bệnh lâm sàng mà không thể phân biệt được với CSF (31, 33, 35).
Sự lây lan của bệnh trong tất cả các lứa tuổi, kèm theo sốt, nằm rúc vào nhau, bỏ ăn, lờ đờ, suy nhược, viêm màng tiếp hợp (conjunctivitis), táo bón sau đó tiêu chảy, và tư thế loạng choạng thường là các dấu hiệu nổi bật. Vài ngày sau khi xuất hiện các dấu hiệu lâm sàng, hai tai, vùng bụng và mặt trong háng có thể biến màu tím tái. Các con thú với bệnh cấp tính sẽ chết trong vòng 1 – 3 tuần. Chết đột ngột mà không thể hiện bệnh lâm sàng thì không phải là thể hiện triệu chứng (symptomatic) của CSF.
Dưới một số hoàn cảnh mà có liên quan đến lứa tuổi và thể trạng của các con thú, cũng như liên quan đến dòng virus gây bệnh, bệnh bán cấp tính hay mãn tính có thể phát triển, mà có thể kéo dài từ 2 – 4 tuần hay có khi hàng tháng. Bệnh mãn tính dẫn đến còi cọc, kém ăn, sốt cách quãng và tiêu chảy. Bệnh nhiễm bẩm sinh dai dẳng có thể diễn ra không phát hiện được đến hàng tháng và có thể chỉ giới hạn ở vài heo con trong đàn hay có thể ảnh hưởng đến số lượng lớn heo. Các dấu hiệu lâm sàng là không đặc trưng: tiêu chảy mà không sốt. Các bệnh nhiễm mãn tính, dai dẳng luôn dẫn đến tử vong cho con thú. Các tỷ lệ tử vong trong đàn có thể hơi cao hơn mức độ bình thường. CSF ảnh hưởng đến hệ thống miễn dịch, một đặc điểm chủ yếu là tăng bạch cầu chung, mà thường phát hiện được trước khi xuất hiện sốt. Ức chế miễn dịch (immunosuppression) có thể dẫn đến bệnh nhiễm phụ.
Trong các trường hợp cấp tính, các bệnh tích đại thể sẽ không rõ ràng hay không xuất hiện. Trong các trường hợp điển hình, các hạch lâm ba thường sưng lên và đỏ như cẩm thạch (marbled red), và các xuất huyết xảy ra trên các màng tương và màng nhày (serosal and mucosal membranes) của các cơ quan nội tạng. Nhồi huyết lách (spleenic infarction) có thể xảy ra. Trong các trường hợp bán cấp tính và mãn tính, hoại tử hay các vết loét “hình cúc áo” có thể quan sát thấy trong màng nhày của đường dạ dày ruột, nắp thanh quản và thanh quản, ngoài các bệnh tích nêu trên.

Các phát hiện mô bệnh học (histopathological) thường không là thể hiện bệnh tích học (pathognomonic). Các bệnh tích có thể bao gồm thoái hóa nhu mô của các mô lâm ba, tăng sinh tế bào của mô kẽ mạch máu, và viêm não tủy không sinh mủ, mà có hay không ngẽn mạch.

Một tiêu chí có ích về chẩn đoán và sử dụng vaccin đối với CSF, từ một nguồn tài liệu có căn cứ, gần đây đã được xuất bản (3), mà tương tự như hướng dẫn chung, cũng đã cung cấp các nguồn thông tin về đánh giá và nhận định một cách khoa học trên khả năng áp dụng cho một số chế phẩm thương mại trong các lĩnh vực này.
B. CÁC KỸ THUẬT CHẨN ĐOÁN

Sự biến thiên của các dấu hiệu lâm sàng và bệnh tích sau khi chết không cho ra bằng chứng chắc chắn đối với các chẩn đoán không rõ ràng. Các bệnh do virus khác, như bệnh dịch tả heo Châu Phi (African swine fever), hội chứng viêm da và bệnh tích thần kinh ở heo (porcine dermatitis and nephropathy syndrome – PDNS), và hội chứng suy đa phủ tạng sau cai sữa (post-weaning multisystemic wasting syndrome – PMWS), huyết khối ngẽn mạch sinh mủ (thrombocytopenic purpura) và nhiều tình trạng bại huyết (septicaemic conditions) bao gồm bệnh thương hàn (salmonellosis, đặc biệt là do Salmonella choleraesuis), bệnh dấu son (erysipelas), bệnh tụ huyết trùng (pasteurellosis), bệnh nhiễm xạ khuẩn (actinobacillosis do Actinobacillus suis) và nhiễm Haemophilus parasuis, đều có thể gây nhầm lẫn với CSF cấp tính. Thật ra, các vi khuẩn này thường cùng gây nhiễm, và việc phân lập ra các vi khuẩn này có thể làm nhầm lẫn nguyên nhân thực sự của bệnh là virus gây CSF. Tương tự như vậy, bệnh trùng lắp với PDNS có thể dẫn đến dấu hiệu lấn át đối với bệnh CSF bên dưới.
Do đó một chẩn đoán ban đầu dựa vào các dấu hiệu lâm sàng và các bệnh tích sau khi chết phải được xác nhận bằng các điều tra phòng thí nghiệm. Do sốt là một trong các dấu hiệu đầu tiên của CSF và có kèm theo tình trạng nhiễm virus huyết (7), việc phát hiện virus hay acid nucleic của virus trong máu nguyên, thu thập được trong chất kháng đông heparin hay ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA), hay trong các mô thu thập được từ một số heo sốt, là phương pháp tốt nhất cho phát hiện các đàn ở mọi giai đoạn. Điều này là cần thiết nhất trong xem xét về các hậu quả liên quan đến một ổ dịch CSF đối với giao thương heo và các sản phẩm của chúng.
Các phương pháp phòng thí nghiệm cho chẩn đoán CSF nhắm đến phát hiện virus, acid nucleic của virus hay kháng nguyên của virus, hoặc phát hiện các kháng thể đặc hiệu. Để diễn giải đúng các kết quả xét nghiệm, thú y kiểm dịch phải thật chú ý đến cùng lúc và nhóm chung từ hai hay nhiều dấu hiệu nổi trội của bệnh được nêu phần trên. Việc lấy mẫu ngẫu nhiên thì không thích hợp cho chẩn đoán CSF. Ngoài ra, các mẫu máu nguyên dùng cho phát hiện virus và các phân tích phản ứng chuỗi phân tử sử dụng enzyme giải mã đảo ngược (reverse-transcription polymerase chain reaction – RT-PCR) có thể thu thập từ một nhóm nhiều heo.

CSF phải được kiểm soát chính thức và virus này có nguy cơ cao phát tán ra từ phòng thí nghiệm: kết quả là phải thực hiện một phân tích nguy cơ để xác định mức độ an toàn sinh học cần thiết cho các chẩn đoán và phân loại virus này. Điều kiện cơ sở vật chất phải phù hợp với các yêu cầu về Nhóm Khu trú (Containment Group) thích hợp như được xác định bởi xác định nguy cơ và như được nêu trong Chương 1.1.2 An toàn sinh học và bảo vệ sinh học trong phòng thí nghiệm vi sinh thú y và các cơ sở nuôi nhốt thú vật phòng thí nghiệm. Các quốc gia mà không tiếp cận được phòng thí nghiệm chuyên môn quốc gia hay vùng, sẽ gởi các mẫu đến Phòng thí nghiệm Tham chiếu của OIE.

Các kháng thể phát triển trong tuần thứ ba của bệnh và tồn tại suốt đời con thú. Các mẫu dùng cho phát hiện kháng thể được thu thập bình thường (không kháng đông) trong các ống, từ các heo khỏi bệnh và từ các đàn từ ba tuần trước có nghi ngờ về tiếp với một ổ dịch đã được xác nhận.
1. Nhận diện tác nhân gây bệnh

a) Các phương pháp miễn dịch học

o Xét nghiệm kháng thể huỳnh quang (fluorescent antibody test)
Xét nghiệm kháng thể huỳnh quang này (FAT) là một xét nghiệm nhanh mà có thể áp dụng được để phát hiện kháng nguyên của CSFV trong các lát cắt bảo quản lạnh của vùng hạnh nhân (tonsil), lách, thận, các hạch lâm ba hay các phần xa của hồi tráng. Các mô sẽ được thu thập từ vài con thú (sốt và/hoặc thể hiện dấu hiệu bệnh) (4) và mẫu được gởi đi không cần chất bảo quản, được giữ lạnh nhưng không làm đông lạnh. Các lát cắt bảo quản lạnh được nhuộm màu một cách trực tiếp với hợp chất immunoglobulin kháng CSF có kết hợp với fluorescein isothiocyanate (FITC) hay nhuộm một cách gián tiếp bằng sử dụng một hợp chất FITC thứ nhì, và đem kiểm tra dưới kính hiển vi huỳnh quang. Trong giai đoạn đầu của bệnh nhiễm, mô vùng hạnh nhân là thích hợp nhất, do vùng này bị ảnh hưởng đầu tiên của virus, bất kể đường truyền lây (25). Trong các trường hợp bán cấp tính và mãn tính, hồi tràng thường có dương tính và đôi khi có thể là mô duy nhất thể hiện huỳnh quang dương tính. Một kết quả FAT âm tính không cho phép loại trừ hoàn toàn bệnh nhiễm CSFV. Khi tiếp tục có nghi ngờ CSF, sẽ thực hiện lấy mẫu thêm hay cố gắng thực hiện phân lập virus trong tế bào nuôi (như tế bào thận heo [PK-15]) hay lớp tế bào nuôi khác có nguồn gốc từ heo mà có mẫn cảm và được biết là sạch đối với vấy nhiễm Pestivirus.

Ở đây có nguy cơ tương đối cao về các kết quả sai (dương tính và âm tính) khi FAT được áp dụng bởi các phòng thí nghiệm mà không thông thạo phương pháp này. Do đó FAT chi nên áp dụng tại các phòng thí nghiệm mà có kinh nghiệm về áp dụng kỹ thuật này, thực hiện kỹ thuật này trên cơ sở thủ tục và có được huấn luyện tốt về diễn giải kết quả huỳnh quang.
o Phương pháp xét nghiệm
Bao gồm các lát cắt đối chứng dương tính và âm tính trong từng loạt mẫu cơ quan sẽ đem xét nghiệm.

i) Cắt ra một mẩu các mô hạnh nhân, lách, thận và hồi tràng khoảng 1 x 1 x 0,5 cm, và cố định bằng hợp chất giữ lạnh (cryo-embeding compound) hay nước cất, trên một bàn lạnh (cryostat table).

ii) Đông lạnh mẩu phủ tạng trên bàn lạnh này.

iii) Cắt các lát dày không quá 4 – 8 µm và đặt các lát này lên các phiến trượt sạch dầu mỡ (grease-free cover-slips), với một góc của lát được cắt xén đánh dấu. Tất cả các lát cắt đều được đặt lên phiến với góc đánh dấu cùng hướng (thí dụ hướng lên và bên phải).

iv) Sau khi để khô, cố định các lát cắt trong 10 phút ở nhiệt độ phòng với acetone (loại dùng cho thí nghiệm) hay để khô trong không khí trong 20 phút ở 37oC.

v) Nhúng nhanh các lát cắt vào dịch muối đệm phosphate (phosphate buffered saline – PBS), thấm hết dịch dư bằng giấy thấm và đặt các phiến (góc đánh dấu hướng lên và bên phải) vào một khuôn trong buồng ủ ẩm, với một lượng nhỏ nước đặt ở dưới đáy của buồng ủ.

vi) Nhỏ dàn đều immunoglobulin kháng CSF ở độ pha loãng đã định, lên toàn bộ lát cắt và ủ trong buồng kín trong 30 phút ở 37oC. Nếu cần dùng một hợp chất FITC thứ nhì, rửa lát cắt năm lần, mỗi lần 2 phút với PBS ở nhiệt độ phòng, sau đó nhỏ hợp chất FITC ở độ pha loãng đã định và ủ như mô tả lúc trước.

vii) Rửa các lát cắt năm lần, mỗi lần 2 phút trong PBS ở nhiệt độ phòng.

viii) Loại bớt PBS dư, bằng chạm phiến trược vào giấy thấm và đưa phiến trượt lên kính hiển vi (với lát cắt nằm giữa phiến trượt và phiến kính hiển vi), kèm theo nhỏ dịch đệm vào giữa hai phiến.

ix) Thấm bớt dịch dư bằng giấy thấm và kiểm tra các lát cắt phát hiện huỳnh quang, bằng chiếu tia UV. Một lát cắt dương tính với CSF thể hiện các tế bào phát màu huỳnh quang xanh lá sáng. Ở mô hạnh nhân, huỳnh quang ở lớp biểu bì là bằng chứng đặc biệt. Ở các lát cắt của thận, huỳnh quang nhiều nhất ở các ống gần và xa của vùng vỏ thận, và ở các ống góp trong vùng tủy thận. Ở hồi tràng, huỳnh quang rõ nhất trong các tế bào biểu bì của các tuyến Lieberkühn, trong khi ở lách thì huỳnh quang phát tán hơn, với tập trung huỳnh quang ở các tế bào lâm ba trong lớp vỏ lâm ba quanh mạch máu (periarterial lymphoid sheath – PALS).

FAT bao gồm sử dụng một immunoglobulin (globulin miễn dịch) kháng CSF, được chế tạo từ một kháng thể đa giá kháng với CSFV mà sẽ không phân biệt được các kháng nguyên của các pestivirus khác nhau. Các hợp chất (conjugates) được sử dụng cho FAT trên các lát cắt bảo quản lạnh hay các tế bào nuôi đã được gây nhiễm, sẽ được chế tạo từ các gamma-globulin kháng CSFV được sinh ra trong các heo sạch bệnh (specific pathogen free). Độ pha loãng đã định của các hợp chất này (ít nhất 1/30) sẽ kết hợp được tối đa tương phản sáng với tối thiểu màu nền. Xét nghiệm sẽ chỉ được thực hiện trên các mẫu của thú mời chết, do tự phân hủy và vấy nhiễm vi khuẩn có thể dẫn đến màu nền nặng nề.

Các virus sống đã được biến đổi (modified live virus – MLV) trong vaccin sinh sôi chủ yếu trong các hạch lâm ba chi phối vùng và trong biểu bì (crypt epithelium) của vùng hạnh nhân. Heo được cấp vaccin với các dòng MLV có thể cho ra dương tính với FAT trong 2 tuần sau khi cấp vaccin (22, 28). Việc cấy vào thỏ được áp dụng để phân biệt giữa các dòng đã xử lý qua thỏ và các dòng thực địa của CSFV. Ngược lại với các dòng thực địa, các dòng đã xử lý qua thỏ khi tiêm vào mạch máu của thỏ gây ra phản ứng sốt và kích thích một đáp ứng miễn dịch trong thỏ. Do việc phân tích kết chuỗi acid nucleic trở nên thông dụng và tin cậy hơn, việc cấy vào thú vật đã không còn cần thiết để phân biệt giữa các dòng thực địa và dòng vaccin của CSFV.

Heo được gây nhiễm với các pestivirus của thú nhai lại có thể cho ra các phản ứng FAT dương tính sai. Các bệnh nhiễm bẩm sinh với các pestivirus của thú nhai lại có thể gây ra các dấu hiệu lâm sàng và các bệnh tích mà không thể phân biệt được với các dấu hiệu lâm sàng và bệnh tích trong CSF mãn tính (31, 33, 35). Bệnh nhiễm bởi CSFV hay các pestivirus của thú nhai lại có thể phân biệt được bằng xét nghiệm huyết thanh từ thú mẹ và lứa con, hay từ các tiếp xúc khác của một heo con có dương tính với FAT, về các kháng thể trung hòa với từng loại virus. Nếu virus đã phân lập được, hay có thể phát hiện được acid nucleic của virus bằng RT-PCR, việc phân tích kết chuỗi tiếp theo cho ra một công cụ chính xác để phân biệt các pertivirus của thú nhai lại với CSFV. Một phương pháp khác để phân biệt các virus này là cấy vào các heo con có huyết thanh âm tính một huyền phù của chất liệu nghi ngờ, sau đó 4 tuần xét nghiệm trung hòa virus (virus neutralisation – VN) trên huyết thanh của chúng phát hiện các kháng thể mong đợi. Tuy nhiên, các xét nghiệm VN có thể cần đến vài ngày, và phương pháp cấy vào thú vật cần đến vài tuần.

o Phương pháp miễn dịch ô xy hóa (immunoperoxidase) để phân biệt các pestivirus bằng các kháng thể đơn giá
Việc sử dụng một bộ (panel) gồm ba kháng thể đơn giá (monoclonal aitibodies – MAbs), hoặc là có kết hợp với horseradish peroxidase (HRPO) hay FITC, hoặc được sử dụng trong kết hợp với một hợp chất kháng chuột và phát hiện một cách đặc hiệu tất cả các dòng thực địa của CSFV, các dòng vaccin của CSFV và các pestivirus của thú nhai lại, một mặt sẽ cho ra một phân biệt rõ ràng giữa các dòng CSFV thực địa và các dòng CSFV vaccin, và mặt khác phân biệt giữa CSFV với các pestivirus khác (11, 36, 38). Một yêu cầu trước hết là Mab kháng với CSFV này phải nhận biết được tất cả các dòng thực địa và Mab kháng với vaccin phải nhận biết được tất cả các dòng virus vaccin sử dụng trong quốc gia. Không có một MAb đơn độc nào có các phản ứng một cách chọn lọc đối với tất cả các pestivirus của thú nhai lại (11). Việc sử dụng một MAb để phân biệt một dòng vaccin CSF có thể được bỏ qua đối với các vùng không sử dụng vaccin. Một immunoglobulin đa giá kháng CSF đã kết hợp với HRPO đóng vai trò là đối chứng dương tính. Cần cẩn trọng khi sử dụng bằng chứng của một MAb đơn lẻ làm một xác nhận duy nhất về một dòng phân lập là CSF.
o Phương pháp xét nghiệm
i) Cắt tám hay nhiều hơn các lát cắt bảo quản lạnh (dày 4 – 8 µm) của vùng hạnh nhân dương tính với FAT, hay cơ quan dương tính khác, nếu không có vùng hạnh nhân.

ii) Cố định các lát cắt trên các phiến trượt (flying cover-slips) trong 10 phút trong acetone (loại dùng cho xét nghiệm) và để khô trong không khí.

iii) Chuẩn bị các độ pha loãng làm việc (working dilutions) của các hợp chất MAb tương ứng có kết hợp với peroxidase, pha trong PBS + 0,01% Tween 80 + 5% huyết thanh ngựa, pH 7,6. (Cũng có thể sử dụng hợp chất FITC-MAb, cũng như sử dụng MAb không là hợp chất, với điều kiện là sử dụng một hợp chất phụ).

iv) Sau khi rửa với PBS, phủ lên hai lát cắt bằng độ pha loãng làm việc của các hợp chất đơn giá tương ứng, và hai lát cắt phủ lên bằng độ pha loãng làm việc của hợp chất đa giá (các đối chứng).

v) Ủ trong 1 giờ ở 37oC trong buồng ẩm.

vi) Rửa các lát cắt sáu lần, mỗi lần 10 giây, bằng PBS.

vii) Nhuộm các lát cắt này bằng dung dịch chất màu/chất nền (chromogen/substrate solution*) mới pha, nhuộm trong 5 – 15 phút ở nhiệt độ phòng.

viii) Rửa các lát cắt trong 0,05 M sodium acetate, pH 5,0, pha với nước cất và đặt các lát cắt lên các phiến kính hiển vi.

ix) Kiểm tra các lát cắt với một kính hiển vi chiếu sáng. Màu nhuộm đỏ sậm của bào tương của lớp tế bào biểu bì của vùng hạnh nhân thể hiện dòng phân lập của virus tương ứng với hợp chất, và được coi là dương tính.

x) Diễn giải kết quả:
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Pestivirus khác không CSF †

† Sự hiện diện của các dòng mới của CSF luôn được cân nhắc và mọi dòng phân lập được từ các trường hợp mà CSF vẫn còn nghi ngờ sẽ được gởi đến Phòng thí nghiệm tham chiếu của OIE.
* Dung dịch chất màu/chất nền (Chromogen–substrate solution)

A. 
Dung dịch dự trữ của chất màu: 0.4% 3-amino-9-ethyl carbazole; N,N-dimethyl-formamide (1 ml).

Lưu ý hợp chất này ĐỘC. Cả hai hóa chất này đều gây ung thư và kích ứng mắt, da và đường hô hấp.
B. 
0.05 M sodium acetate, pH 5,0; 19 ml (lọc vô trùng qua màng lọc).

C. 
Dung dịch dự trữ của chất nền (30% hydrogen peroxide).

Giữ các dung dịch dự trữ A và C trong bóng tối và dung dịch dự trữ B ở nhiệt độ phòng. Dung dịch dự trữ A có thể giữ ở 4oC trong ít nhất 6 tháng và dung dịch dự trữ C trong 1 năm. Ngay trước khi sử dụng, pha loãng 1 ml dung dịch A trong 19 ml dung dịch B. Sau đó cho vào 10 µl dung dịch C. Trộn đều và nhuộm các lát cắt.
o Xét nghiệm bắt giữ kháng nguyên (antigen-capture assay)
Đối với các chẩn đoán nhanh về CSF ở heo sống, các xét nghiệm hấp phụ miễn dịch kết hợp enzyme bắt giữ kháng nguyên (antigen-capture enzyme-linked immunosorbent assays – antigen capture ELISAs) đã được phát triển để theo dõi các đàn có nghi ngờ mới bị nhiễm gần đây. Các ELISA này là dạng chồng hai lớp kháng thể (double-antibody sandwich type), sử dụng các kháng thể đơn giá và/hoặc đa giá kháng với các proteins khác nhau của virus có trong cả huyết thanh, phần bạch cầu trong máu lẫn máu nguyên có kháng đông; ngoài ra, một số bộ kit xét nghiệm có thể được sử dụng để xét nghiệm các huyễn dịch mô đã tinh lọc (8). Kỹ thuật này tương đối đơn giản trong thực hiện, không cần đến thiết bị nuôi cấy mô, thích hợp cho tự động hóa và có thể cho ra các kết quả trong vòng nửa ngày. Bất lợi là kém nhạy so với phân lập virus, đặc biệt là ở trường hợp của các heo trưởng thành và các trường hợp bệnh nhẹ hay cận lâm sàng, điều này có thể bù đắp bằng xét nghiệm cho tất cả heo có nghi ngờ trong đàn mà thể hiện sốt. Tuy nhiên, tính đặc hiệu giảm đi của các xét nghiệm này cũng sẽ cần được cân nhắc. Xét nghiệm này không thích hợp cho các chẩn đoán về CSF trong một cá thể thú vật.
b) Phân lập virus (isolation of virus)
Việc phân lập virus trong tế bào nuôi là phương pháp chẩn đoán về CSF với đặc điểm nhạy hơn, nhưng chậm hơn so với chẩn đoán CSF bằng miễn dịch huỳnh quang trên các lát cắt đông lạnh. Việc phân lập được thực hiện tốt nhất trong các giống tế bào PK-15 phân chia nhanh, được nuôi cấy trên các phiến đậy và nuôi chung với huyễn dịch 2% mô vùng hạnh nhân, trong môi trường nuôi tế bào. Các tế bào khác có nguồn gốc từ heo cũng có thể sử dụng được để nuôi cấy phân lập, nhưng phải chứng minh được là ít nhất có mẫn cảm bằng với tế bào PK-15 dùng cho phân lập CSFV. Các mẻ cấy được kiểm tra phát hiện các tích tụ huỳnh quang (fluorescent foci) bằng FAT sau khi nuôi cấy 24 – 72 giờ hay sau 4 – 5 ngày nuôi cấy và được cố định để nhuộm màu miễn dịch ô xy hóa (immunoperoxidase staining).

Vùng hạnh nhân là cơ quan thích hợp nhất cho phân lập virus từ heo đã chết hay được giết chết để chẩn đoán. Cách khác, lách, thận, hồi tràng hay các hạch lâm ba cũng có thể sử dụng được.

Phương pháp chi tiết cho phân lập virus như sau:

i) Chuẩn bị một dịch dự trữ đậm độ gấp 100 lần của glutamine-chất kháng sinh: hòa tan glutamine (2,92 g) trong 50 ml nước cất (dung dịch A) và vô trùng bằng lọc. Hòa tan từng chất kháng sinh sau đây trong 5 – 10 ml nước cất: penicillin (106 đơn vị quốc tế [IU]); streptomycin (1 g); mycostatin (5 × 105 U); polymixin B (15 × 104 U); và kanamycin (1 g). Gom chung tất cả các dung dịch chất kháng sinh này (thành dung dịch B). Trộn chung các dung dịch A và B một cách vô trùng, tạo thành 100 ml với nước cất, và bảo quản thành các lượng 5 ml ở -20oC. Cấu thành chính xác của các chất kháng sinh thì không phải là tiêu chí, với điều kiện là đạt được tính vô trùng và không ảnh hưởng đến các tế bào nuôi.

ii) Cắt 1 – 2 g mô thành các miếng nhỏ và sử dụng chày, cối hay các dụng cụ khác, nghiền nhuyễn với một lượng nhỏ môi trường nuôi tế bào cùng với cát vô trùng, thành một dạng huyễn dịch. Cách khác, sử dụng máy xay thích hợp có nhiệt độ 4oC.

iii) Tạo thành dịch chất 20% (w/v) bằng thêm vào huyễn dịch mô nghiền này dung dịch muối cân bằng của Hanks (Hanks’ balanced salts solution – BSS) hay môi trường cốt yếu tối thiểu của Hanks (Hanks’ minimal essential medium – MEM); mỗi 10 ml dịch chất này cho vào 1 ml dịch của glutamin-chất kháng sinh. Hỗn hợp này được giữ ở nhiệt độ phòng đến 1 giờ.

iv) Ly tâm ở 1000 g trong 15 phút.

v) Một lớp tế bào PK-15 được xử lý bằng trypsin (trypsinised), dịch chứa tế bào này đem ly tâm ở 160 g trong 10 phút, và khối tế bào được tái hòa tan để chứa khoảng 2 x 106 tế bào/ml, hòa tan trong môi trường nuôi tế bào (MEM của Eagle với các muối của Eagle; 5% huyết thanh phôi bò sạch đối với các pestivirus của thú nhai lại và không có các kháng thể kháng với pestivirus; và cho 0,2 ml dung dịch glutamin-chất kháng sinh vào mỗi 10 ml dịch môi trường này). Theo hướng dẫn, một bình nuôi cấy flask 75 cm2 sẽ cho ra khoảng 50 ml dịch chứa tế bào với hàm lượng thích hợp.

vi) Hoặc là:
Dung dịch chất liệu đem cấy (suspension inoculation): trộn chín phần dịch chứa tế bào (của bước v) và một phần dịch phù nổi (của bước iv) và cấy 1,0 – 1,5 ml vào các ống Leighton với các phiến đậy hay các bình flask thích hợp dùng nuôi tế bào. Ba ống này được cấy với dịch chỉ chứa tế bào, để dùng làm đối chứng. Sau khi ủ xong mẫu, ba ống được cấy bằng CSFV để làm đối chứng dương tính. Các phòng ngừa cẩn thận để tránh vấy nhiễm chéo với dịch chất đã biết là có dương tính với virus. Các mẻ cấy âm tính cũng được chuẩn bị. Ủ ở 37oC.

Hoặc:
Hình thành trước lớp tế bào nuôi cấy: với từng loại mô nuôi cấy, nuôi 1,0 – 1,5 dịch chứa tế bào (chuẩn bị như trong bước v) trong 6 – 8 ống Leighton với nắp đậy hay các bình flask nuôi tế báo thích hợp. Ủ ở 37oC trong tối thiểu 4 giờ và tối đa 36 giờ. Sau đó chắt bỏ môi trường nuôi và cấy vào 0,2 ml dịch phù nổi (của bước iv), ủ trong 1 giờ ở 37oC, rửa xả và phủ lên 1 ml môi trường nuôi và đem ủ ở 37oC.
vii) Vào 1, 2 và 3 ngày sau khi cấy, hai mẻ cấy, cùng với mẻ cấy đối chứng dương tính và âm tính, được rửa hai lần, mỗi lần 5 phút, trong dịch BSS của Hanks, MEM của Hanks hay PBS, được đem cố định với acetone lạnh (loại dùng xét nghiệm) trong 10 phút, và được nhuộm với một hợp chất trực tiếp kháng CSFV ở độ pha loãng làm việc đã định hay nhuộm một cách gián tiếp như mô tả ở Đoạn B.1.a.

Nếu dịch chất 2% của mô vùng hạnh nhân chứng tỏ là gây độc cho tế bào nuôi, thì xét nghiệm sẽ được lặp lại với độ pha loãng cao hơn hay sử dụng cơ quan khác. Việc áp dụng phương pháp hình thành trước các lớp tế bào (như nêu trên) sẽ giúp tránh được gây độc cho tế bào.
viii) Sau khi rửa trong PBS ba lần, mỗi lần 5 phút, phiến đậy của từng mẻ cấy được cho vào dịch đệm 90% glycerol đệm với carbonate/bicarbonate, pH 8,0, và kiểm tra phát hiện tích tụ huỳnh quang.

Thay bằng sử dụng các ống Leighton, các phiến 6 giếng với nắp đậy (6-well plates with cover-slips) cũng sử dụng được. Cách khác, cũng có thể phân lập virus bằng nuôi các mẻ tế bào trong các phiến vi hiệu giá (microtitre plates) hay các phiến M24. Trong các trường hợp này, các phiến được cố định và nhuộm màu như mô tả sau đây với xét nghiệm trung hòa kết hợp với peroxidase (neutralising peroxidase-linked assay – NPLA).

Máu nguyên (chống đông bằng heparin hay EDTA) lấy từ các heo bệnh lâm sàng, là mẫu thích hợp cho chẩn đoán sớm về CSF. Phần bạch cầu hay các thành phần khác có thể sử dụng được, nhưng với các lý do về độ nhạy và tính đơn giản thì máu nguyên là thích hợp nhất (10). Phương pháp như sau:

i) Đông lạnh một mẫu máu nguyên ở -20oC và giải đông trong bồn nước ở 37oC.

ii) Cấy 300 µl máu đã dung giải này vào lớp tế bào PK-15 phát triển đến liền lạc* khoảng 75% trong một phiến M24, và để hấp phụ trong 1 giờ ở 37oC.
* Cấy cùng lúc sẽ hơi nhạy hơn, nhưng kém thích hợp do chất kháng đông có thể làm cản trở việc liền lạc các tế bào trên bề mặt phiến nuôi.

iii) Loại bỏ chất liệu cấy dư, rửa lớp tế bào một lần với BSS của Hanks hay MEM của Hanks, và cho vào môi trường nuôi tế bào.

iv) Sau khi ủ thêm một thời gian 3 – 4 ngày, các phiến được đem rửa, được cố định và nhuộm màu, như đã mô tả với NPLA, sử dụng trong từng bước một thể tích 300 µl để bù cho bề mặt lớn của tế bào.

Lưu ý: phương pháp này kém nhạy so với phân lập virus bình thường để phát hiện CSF cấp tính.

o Phản ứng chuỗi phân tử sử dụng enzyme giải mã đảo ngược (reverse-transcription polymerase chain reaction)
Nhiều phương pháp cho RT-PCR đã được mô tả và vẫn đang được phát triển (20). Phương pháp được chấp thuận cấp quốc tế này là nhanh chóng và nhạy hơn so với các ELISA bắt giữ kháng nguyên hay phân lập virus tạo cho phương pháp đặc biệt thích hợp cho các chẩn đoán trước lâm sàng. Một số giao thức PCR thời gian thực (real-time PCR) và PCR bình thường đã được mô tả (14, 20, 24, 26, 27) và một giao thức thích hợp có thể có được từ tài liệu của các Phòng thí nghiệm Tham chiếu của OIE về CSF (xem Bảng nêu trong Phần 3 của Hướng dẫn này). Do tốc độ và độ nhạy của RT-PCR, làm cho xét nghiệm này trở thành tiếp cận thích hợp để theo dõi các trường hợp nghi ngờ của bệnh và hiện nay được nhiều quốc gia và Liên minh Châu Âu chấp thuận (1). Tuy nhiên, cần nhớ rằng các kết quả dương tính sai do vấy nhiễm của phòng thí nghiệm có thể xảy ra, cũng như các kết quả âm tính sai do các tác nhân ức chế có trong mẫu. Mọi kết quả dương tính từ các ổ dịch ban đầu sẽ luôn được xác nhận bằng các xét nghiệm khác. Ở đây bắt buốc phải bao gồm số lượng đầy đủ các đối chứng dương tính và âm tính trong từng đợt xét nghiệm; ở đây cũng khuyên rằng các đối chứng nội bộ cũng được bao gồm. Xem Chương 1.1.5 Đánh giá và kiểm soát chất lượng các phương pháp phản ứng chuỗi phân tử được sử dụng cho các chẩn đoán các bệnh truyền nhiễm, để biết thêm chi tiết đối với các kỹ thuật PCR. Xét nghiệm này có thể áp dụng được cho các chẩn đoán đối với cá thể hay với các mẫu gom chung, cũng như với các phủ tạng đặc, và đã áp dụng thành công trong kiểm soát các ổ dịch.
Dịch tễ học phân tử đối với CSF là dựa vào so sánh các khác biệt về gen di truyền giữa các dòng phân lập của virus. Việc khuếch đại RT-PCR đối với RNA của CSFV sau đó là phân tích kết chuỗi nucleotide là phương cách đơn giản nhất để thu được dữ liệu về kết chuỗi cho thực hiện các so sánh này. Một số vùng khác nhau của gen di truyền của CSFV có thể được tập trung cho các nghiên cứu dịch tễ học phân tử (23). Hai vùng đã được nghiên cứu một cách rộng rãi và cho ra các bộ dữ liệu kết chuỗi lớn mà dùng để so sánh với các dòng phân lập mới. Một trong các vùng này nằm trong vùng đầu cuối 5’ không mã hóa (5’-noncoding region – 5’NCR) của gen di truyền (có 150 nucleotides) và vùng kia nằm trong gen mã hóa glycoprotein chính E2 (190 nucleotides). Mô tả ngắn gọn, phương pháp được áp dụng là để chiết xuất RNA của virus từ các tế bào nuôi PK-15 đã được gây nhiễm, thực hiện RT-PCR để khuếch đại một hoặc cả hai mục tiêu trong 5’NCR hay gen mã hóa E2, và sau đó xác định kết chuỗi nucleotide của các sản phẩm, và so sánh với thông tin kết chuỗi được lưu trữ trong bộ dữ liệu. Một bộ dữ liệu của các kết chuỗi này hiện sẵn có ở Phòng thí nghiệm Tham chiếu của OIE về CSF (Hanover, Đức). Các phát hiện gần đây trên phân tích kết chuỗi các pestivirus của thú nhai lại nhấn mạnh sự cần thiết đối với các phân tích nhiều vùng để phân chủng một cách chính xác cho các dòng virus, bằng phương pháp này (15). Các dòng phân lập của CSFV từ các ổ dịch ban đầu sẽ được gởi đến một Phòng thí nghiệm Tham chiếu của OIE để điều tra về dịch tễ học phân tử. Phải có được cấp phép nhập khẩu khi gởi mẫu đến phòng thí nghiệm.
2. Các xét nghiệm huyết thanh học

Việc phát hiện các kháng thể đặc hiệu với virus là đặc biệt có ích đối với các cơ sở chăn nuôi có nghi ngờ bị nhiễm với các dòng CSF độc lực thấp. Do tác động gây ức chế miễn dịch của CSFV, các kháng thể đôi khi không thể phát hiện được cho đến ngày thứ 21 sau khi bị nhiễm. Các điều tra huyết thanh học nhắm đến phát hiện tiêu điểm trú ngụ của bệnh nhiễm, đặc biệt là trong các đàn giống, có thể cũng có ích trong giai đoạn cuối của quá trình thanh toán CSF.
Do ảnh hưởng của bệnh nhiễm với các pestivirus của thú nhai lại có thể cao trong các đàn giống, chỉ các xét nghiệm mà sẽ phân biệt giữa các kháng thể đối với CSF và BVD/BD là có ích. Các xét nghiệm VN và ELISA sử dụng các MAbs thỏa mãn các yêu cầu về độ nhạy, nhưng các kết quả dương tính sẽ được xác nhận bằng xét nghiệm VN dùng so sánh (comparative VN).
Các xét nghiệm trung hòa được thực hiện trong các tế bào nuôi cấy, áp dụng phương pháp virus không đổi/huyết thanh biến thiên (constant-virus/varying-serum). Do CSFV là không gây bệnh tích tế bào, mọi virus không bị trung hòa sẽ được phát hiện, sau khi nuôi cấy sinh sôi, bằng một hệ thống chỉ thị. Xét nghiệm NOLA (29) và xét nghiệm trung hòa virus với kháng thể huỳnh quang (fluorescent antibody virus neutralisation – FAVN) (18) là các kỹ thuật thường được áp dụng nhất. Cả hai xét nghiệm này đều có thể thực hiện được trên các phiến vi hiệu giá. Hệ thống NPLA hiện nay được khuyến khích, bởi dễ dọc và có lợi điểm là các kết quả có thể xác định được bằng sử dụng một kính hiển vi chiếu sáng đảo chiều (inverted light microscope), do đó đánh giá thô về hiệu giá thì có thể thực hiện bằng mắt thường.

a) Xét nghiệm trung hòa kết hợp peroxidase (neutralising peroxidase-linked assay) (xét nghiệm được chỉ định cho giao thương quốc tế)
Xét nghiệm NPLA được thực hiện trên các phiến vi hiệu giá đáy bằng. Huyết thanh được làm bất hoạt trước trong 30 phút ở 56oC. Với mục đích của giao thương quốc tế, tốt nhất là xét nghiệm với độ pha loãng ban đầu là 1/5 (độ pha loãng cuối cùng là 1/10). Với các lịch trình giám sát trong một quốc gia, một độ pha loãng từ 1/10 có thể là thích hợp. Các đối chứng thích hợp cũng được bao gồm để đảm bảo tính đặc hiệu và độ nhạy của các phản ứng trong xét nghiệm.
o Phương pháp xét nghiệm
i) Chia các độ pha loãng của huyết thanh vào môi trường nuôi (MEM của Eagle, có 5% huyết thanh phôi bò và các chất kháng sinh) với 50 µl chia thành hai bản, vào các giếng của phiến vi hiệu giá. Huyết thanh phôi bò này phải sạch đối với BVDV và các kháng thể đối với BVDV. Giếng thứ ba có thể bao gồm đối với từng mẫu. Giếng này chứa huyết thanh và không có virus, để sử dụng làm đối chứng huyết thanh (phát hiện tính độc đối với tế bào và/hoặc bắt màu nhuộm không đặc hiệu).

ii) Cho 50 µl dịch chứa virus vào các giếng, đã pha loãng trong môi trường nuôi để chứa khoảng 100 TCID50/50 µl, và trộn đều hỗn hợp bằng sử dụng máy lắc phiến trong 20 giây.

iii) Ủ phiến trong buồng ủ CO2 trong 1 giờ ở 37oC.

iv) Cho vào tất cả các giếng 50 µl môi trường nuôi có chứa 2 x 105 tế bào/ml.

v) Nuôi các tế bào phát triển ở 37oC trong khí quyển 5% CO2 cho đến khi liền lạc, thường trong vòng 3 – 4 ngày.
vi) Gạn bỏ môi trường nuôi và rửa phiến một lần với NaCl 0,15 M.

vii) Làm ráo phiến bằng thấm lên một tờ giấy thấm.

viii) Lớp tế bào có thể được đem cố định bằng một số phương cách:

• Phiến được ủ trong 45 phút ở 37oC, và sau đó ủ thêm ít nhất 45 phút ở -20oC. Phiến được lấy ra khỏi đông lạnh, các giếng được đổ vào 100 µl 4% paraformaldehyde pha với PBS và ủ tiếp trong 5 – 10 phút ở nhiệt độ phòng. Gạn bỏ pataformaldehyde và rửa phiến với NaCl 0,15 M; hoặc

• Phiến được ủ ở 70 – 80oC trong 1 – 2 giờ; hoặc

• Phiến được cố định bằng 80% acetone và đem ủ ở 70 – 80oC trong 1 giờ; hoặc

• Phiến được cố định trong 20% acetone pha với PBS trong 10 phút, sau đó là để khô hẳn ở 25 – 30oC trong 4 giờ. (Có thể làm khô nhanh bằng máy sấy tóc – sau 3 – 5 phút, khô hoàn tất thể hiện thấy màu trắng của lớp tế bào).
ix) Cho vào từng giếng kháng huyết thanh CSF siêu miễn dịch của heo hay kháng thể đơn giá, đã pha loãng trong NaCl 0,5 M có chứa 1% Tween 80 + 0,1% sodium azide, pH 7,6. Ủ ở 37oC trong 15 phút.
Độ pha loãng làm việc của kháng huyết thanh sẽ được xác định bằng chuẩn độ từ trước: tức là một huyết thanh với một hiệu giá NPLA từ 1/30.000, sẽ được sử dụng ở pha loãng 1/100.

x) Rửa phiến năm lần trong NaCl 0,15 M có chứa 1% Tween 80, pH 7,6.

xi) Cho vào từng giếng 50 µl hợp chất IgG-HRPO kháng heo hay kháng chuột (nếu tích hợp), đã pha đến độ pha loãng làm việc trong NaCl 0,5 M có chứa 1% Tween 80, pH 7,6, và sau đó ủ trong 10 phút ở 37oC.

xii) Rửa phiến năm lần trong NaCl 0,15 M có chứa 1% Tween 80, pH 7,6.

xiii) Thêm 50 µl dung dịch chất màu/chất nền (chromogen/substrate) vào từng giếng và để bắt màu trong 15 – 30 phút ở nhiệt độ phòng. Dung dịch này được mô tả trong Đoạn B.1.a “Phương pháp miễn dịch ô xy hóa cho phân biệt các pestivirus bằng các kháng thể đơn giá”.

xiv) Xét nghiệm được đọc bằng mắt. Các tấm tế bào được gây nhiễm đều hoàn toàn hoặc một phần bắt màu đỏ nâu. Lớp tế bào này sẽ được kiểm tra bằng kính hiển vi độ phóng đại thấp, để xác định hiệu giá ngưỡng. Bào tương của tế bào bị nhiễm bắt màu đỏ sậm.

xv) Các đối chứng sau đây có bao gồm trong xét nghiệm: tế bào đối chứng, huyết thanh dương tính và chuẩn độ ngược (back titration) của virus đem xét nghiệm. Chuẩn độ ngược này sẽ xác nhận rằng virus đã được sử dụng ở một hàm lượng từ 30 đến 300 TCID50/50 µl.

LƯU Ý: Các thời gian ủ nêu trên chỉ là hướng dẫn. Có thể áp dụng thời gian ủ dài hơn, với các độ pha loãng của tác nhân thử được tối ưu theo thời gian này, để tiết kiện các tác nhân thử.

b) Xét nghiệm trung hòa virus với kháng thể huỳnh quang (fluorescent antibody virus neutralisation test) (một xét nghiệm được đề xuất cho giao thương quốc tế)
Phương pháp sử dụng ống nghiệm Leighton:

i) Cấy một dịch chất chứa tế bào PK-15 ở hàm lượng 2 x 105 tế bào/ml vào các ống Leighton có phiến đậy (cover-slip).

ii) Ủ các mẻ tế bào này trong 1 – 2 ngày ở 37oC cho đến khi chúng đạt đến liền lạc 70 – 80%.

iii) Làm bất hoạt huyết thanh trong 30 phút ở 56oC. Với các mục đích giai thương quốc tế, tốt nhất là với độ pha loãng ban đần từ 1/5 (độ pha loãng cuối cùng 1/10).

iv) Ủ các thể tích tương đương của huyết thanh đã pha với dịch chứa virus có chứa 200 TCID50 (50% liều gây nhiễm mô nuôi cấy – tissue culture infective dose) mỗi 0,1 ml, trong 1 – 2 giờ ở 37oC. Từ đó có được hàm lượng không đổi của CSFV là 100 TCID50 được sử dụng cho từng giếng phản ứng.

v) Lấy ra phiến đậy của các ống Leighton, rửa nhanh trong môi trường không có huyết thanh, phủ lên tấm tế bào hỗn hợp huyết thanh/virus (của bước iv) và ủ trong 1 giờ ở 37oC trong không khí ẩm.

vi) Đặt phiến đậy vào một ống Leighton sạch và ủ mẻ cấy này trong môi trường duy trì (maintenance medium) thêm 2 ngày.

vii) Lấy phiến đậy ra khỏi các ống Leighton, rửa lớp tế bào hai lần, mỗi lần 5 phút trong PBS, pH 7,2, cố định lớp tế bào trong acetone tinh khiết trong 10 phút và nhuộm với độ pha loãng làm việc của hợp chất màu, nhuộm trong 30 phút ở 37oC và sau đó rửa xả.

viii) Đặt các phiến đậy lên các phiến kính hiển vi không có chất mỡ (grease-free microscope slides) với dịch 90% glycerol đệm carbonate/bicarbonate, pH 8,0, và kiểm tra phát hiện huỳnh quang.
Khi thực hiện xét nghiệm FAVN trên các phiến vi hiệu giá, phương pháp đối với NPLA (xem dưới đây) có thể được tiếp tục từ bước viii. Các phiến sau đó được nhuộm màu với độ pha loãng làm việc của hợp chất màu trong 30 phút ở 37oC và được kiểm tra phát hiện huỳnh quang. Lưu ý: Khi phát hiện huỳnh quang, các phiến vi hiệu giá được phát hiện tốt nhất theo phương pháp nêu trên, sử dụng vật kính tiêu cự dài.

Đôi khi, huyết thanh của heo bị nhiễm BVDV hay BDV phản ứng trong FAVN hay NPLA ở độ pha loãng thấp, như khi heo bị nhiễm với CSFV. Mức độ của phản ứng chéo tùy thuộc vào dòng pestivirus của thú nhai lại có liên quan và tần suất giữa bệnh nhiễm và thời gian lấy mẫu (37). Các mức độ kháng thể cao thường đạt được sau khi phơi nhiễm với bệnh CSF, bao gồm các dòng có độc lực thấp, cho phép sử dụng các độ pha loãng ban đầu tương đối cao trong các xét nghiệm NPLA để phát hiện kháng thể đối với CSF, do đó tránh được hầu hết, nhưng không phải tất cả, các phản ứng chéo (29, 30). Trong trường hợp tiếp tục có nghi ngờ, các xét nghiệm so sánh sử dụng một dòng của CSFV, một dòng của BVDV và một dòng của BDV, mà hiện diện trong quốc gia hay vùng, sẽ chứng tỏ là có ích. Các xét nghiệm trung hòa so sánh ở các chuẩn độ ngưỡng, trong đó các chuỗi mẫu có độ pha loãng gấp đôi của mẫu huyết thanh được xét nghiệm thành hai bản sao, được sử dụng với 100 TCID50 của từng dòng virus được chọn. Các xét nghiệm so sánh được thực hiện theo các giao thức đã mô tả cho FAVN hay NPLA; các lớp tế bào sử dụng phải phù hợp với BVDV và BDV. Các hiệu giá trung hòa được biểu diễn là mẫu số của độ pha loãng cao nhất của huyết thanh mà ngăn ngừa được virus phát triển trong 50% của các giếng được sao làm hai bản. Một chênh lệch gấp ba lần hay cao hơn so với ngưỡng của hai độ pha loãng sẽ được coi là chắc chắn về bệnh nhiễm bởi loài virus cho ra hiệu giá cao nhất. Cần phải sử dụng các dòng khác nhau của cùng kiểu di truyền (genotype) và/hoặc xét nghiệm cho vài con heo từ một đàn bị nhiễm để có được một kết quả chắc chắn.
c) Xét nghiệm hấp phụ miễn dịch kết hợp enzyme (enzyme-linked immunosorbent assay) (một xét nghiệm được chỉ định cho giao thương quốc tế)

Các kỹ thuật cạnh tranh (competitive), kết khối (blocking) và gián tiếp (indirect) có thể áp dụng trên bất kỳ giá thể nào và có một số xét nghiệm này đã được mô tả (như tham khảo 5, 13, 17, 21, 34). Xét nghiệm được sử dụng sẽ giảm thiểu các phản ứng chéo với BVDV và các pestivirus khác. Tuy nhiên, hệ thống xét nghiệm phải đảm bảo nhận diện tất cả bệnh nhiễm CSF, và ở tất cả mọi giai đoạn của đáp ứng miễn dịch đối với bệnh nhiễm.

Kháng nguyên: Kháng nguyên sẽ lấy từ các proteins tương ứng của virus của một trong những dòng CSFV được khuyên dùng. Các tế bào được sử dụng cho chế tạo kháng nguyên phải sạch đối với mọi Pestivirus khác.

Kháng huyết thanh: Kháng huyết thanh đa giá cho các phân tích cạnh tranh hay kết khối sẽ được tạo ra trong heo hay thỏ được gây nhiễm với một trong các dòng CSFV được khuyên dùng, hay dòng C đã thích ứng với thỏ (lapinised C strain). Các kháng thể đơn giá (MAbs) sẽ kháng trực tiếp với hay tương ứng với protein chính gây ra miễn dịch của CSFV. Các phân tích gián tiếp sẽ sử dụng tác nhân thử immunoglobulin kháng heo mà phát hiện được cả IgG và IgM.
Độ nhạy của ELISA sẽ đủ cao để chấm điểm dương tính cho mọi huyết thanh từ thú đã khỏi bệnh, tức là ít nhất 21 ngày sau khi gây nhiễm thì cho được phản ứng trong xét nghiệm trung hòa. Xét nghiệm ELISA chỉ có thể áp dụng với các mẫu huyết thanh hay huyết tương được lấy từ các cá thể heo. Nếu phương pháp ELISA được áp dụng không đặc hiệu cho CSF, thì các mẫu dương tính sẽ được kiểm tra thêm bằng các xét nghiệm phân biệt, để phân biệt giữa CSF và các pestivirus khác.

Xét nghiệm ELISA kết khối bắt giữ phức hợp (complex-trapping blocking ELISA) (5) là phương pháp một bước và thích hợp cho áp dụng trong các hệ thống ELISA tự động, như các robots. Huyết thanh được xét nghiệm không pha loãng. Xét nghiệm này nhanh chóng và dễ dàng thực hiện, và phát hiện được các kháng thể kháng với các dòng độc lực thấp của CSFV và ở giai đoạn sớm sau khi bị nhiễm. Do các kháng thể đơn giá là đặc hiệu với CSFV, xét nghiệm ELISA kết khối bắt giữ phức hợp hiếm khi phát hiện ra các kháng thể đối với BVDV, tuy nhiên các kháng thể BD thì chưa chắc chắn. Huyết thanh dương tính được tái xét nghiệm để xác nhận, bằng NPLA.

Gần đây, một xét nghiệm ELISA mới đã được mô tả mà sử dụng protein đã làm tan chảy lấy từ các peptides của virus (19). Xét nghiệm này tuyên bố là cho ra độ nhạy lớn hơn và phát hiện ra kháng thể sớm hơn so với các ELISA bình thường, nhưng hiện nay, phản ứng của xét nghiệm này đối với kháng thể tạo nên bởi các dòng khác nhau của CSF thì chưa rõ.
Nhiều thông tin hơn về các bộ kit chẩn đoán có thể có được từ các Phòng thí nghiệm Tham chiếu của OIE.

C. CÁC YÊU CẦU ĐỐI VỚI VACCIN VÀ CÁC CHẨN ĐOÁN SINH HỌC

Hiện không có các vaccin bất hoạt nguyên virus nào có hiệu quả đối với CSF.

C1. Các vaccin virus sống biến đổi (modified live virus vaccines)
Các vaccin MLV được chế tạo từ các dòng CSFV mà đã làm nhược độc bằng cấy truyền hoặc là trong các tế bào nuôi, hoặc trong một loài ký chủ mà không thuộc họ Suidae. Việc chế tạo vaccin được thực hiện trong tế bào nuôi, hay trong ký chủ không phải Suidae, dựa vào hệ thống giống cấy (seed-lot system). Vaccin phải được đánh giá theo chiều hướng về nhận diện (identity), tính vô trùng (sterility), tính tinh khiết (purity), tính an toàn (safety), khả năng không truyền lây (nontransmissibility), tính ổn định (stability) và khả năng tạo miễn dịch (immunogenicity).
Các hướng dẫn đối với sản xuất các vaccin thú y được nêu trong Chương 1.1.8 Các nguyên tắc về sản xuất vaccin thú y. Các hướng dẫn nêu trong chương này và trong Chương 1.1.8 là có hướng chung, và có thể được bổ sung bởi các yêu cầu của quốc gia và vùng.
Cơ sở sản xuất vaccin phải vận hành dưới thủ tục và thực hành an toàn sinh học thích hợp. Nếu CSFV được sử dụng cho sản xuất vaccin hay cho các nghiên cứu vaccin-thử thách, bộ phận của cơ sở sản xuất mà thực hiện sản xuất hay nghiên cứu này phải hội đủ các yêu cầu đối với mầm bệnh Nhóm Khu trú 4 (Containment Group 4 pathogens) như được nêu trong Chương 1.1.2.

Để sản xuất một lô giống và có vaccin thành phẩm chất lượng cao, các điều kiện tối ưu cho thu hoạch virus phải được xác định. Với các vaccin chế tạo trong các tế bào nuôi, các biểu đồ phát triển phải được lập ra để nghiên cứu tác động của thành phần trong môi trường nuôi, điều chỉnh độ pH và hàm lượng CO2 trong khí quyển, hàm lượng bắt đầu của các tế bào được cấy vào, tỷ lệ giữa bề mặt phiến tế bào và thể tích môi trường nuôi, giai đoạn nuôi tế bào và thời điểm gây nhiễm virus, các điều kiện tịnh và quay đảo trong quá trình sinh sôi của virus... Với các vaccin chế tạo trong thú vật, lứa tuổi, giống, cân nặng và số lượng chất cấy vào con thú (số ID50 của con thú [50% liều gây nhiễm – infective dose]), sinh bệnh học của bệnh nhiễm, và các dấu hiệu lâm sàng, là những yếu tố cần được điều tra để xác định đỉnh điểm phát triển của virus và các mô sẽ được thu hoạch.
Bất kể phương pháp sản xuất nào, chất nền phải được thu hoạch dưới các điều kiện vô trùng và phải trải qua chu kỳ đông lạnh – giải đông để phóng thích virus ra khỏi tế bào. Các thành phần tế bào hay mô được tách ra bằng lọc hay ly tâm tốc độ chậm. Chất tạo ổn định (stabiliser) được cho vào, như lactose, ở hàm lượng cuối cùng là 5%. Vaccin được tạo đồng nhất trước khi tạo tiềm sinh (lyophilisation) để đảm bảo tính đồng đều của lô thành phẩm.

Virus trong vaccin thành phẩm phải không khác biệt với năm lần cấy truyền từ chất liệu được sử dụng cho đánh giá lô giống (seed lot). Vaccin thương mại sẽ được sản xuất trong các lô ở dạng tiềm sinh thành sản phẩm đồng đều.
1. Quản lý giống

a) Phân loại giống

Để đánh giá một lô giống cho một vaccin CSF MLV, các mẫu của lô giống phải trước tiên trải qua các thực nghiệm ban đầu (pilot experiments). Ngoại trừ các xét nghiệm để xác nhận nhận dạng, tính vô trùng, tính tinh khiết và tính ổn định của nhược độc, các thực nghiệm ban đầu cũng có thể được thực hiện với các mẫu đại diện của thành phẩm. Các mẫu này phải có nguồn gốc từ cùng lô giống đã được xét nghiệm như trên.
Ngoại trừ các chỉ định khác, tất cả heo được sử dụng cho các xét nghiệm ban đầu đều có lứa tuổi 6 – 8 tuần, khỏe mạnh, sạch đối với các kháng thể kháng CSFV và BVDV, có cùng giống và nguồn gốc, được nhóm lại theo ngẫu nhiên nếu cần, và được nuôi trong cùng điều kiện. Heo nái mang thai cũng phải tương tự.

Virus làm giống phải tinh khiết và tạo được các kháng thể trung hòa đặc hiệu đối với dòng có độc lực của CSFV ở heo.

b) Phương pháp nuôi cấy

Quá trình sản xuất được thực hiện trong các tế bào nuôi hay trong ký chủ thích hợp của một loài mà không phải thuộc họ Suidae.
c) Đánh giá là vaccin

i) Tính tinh khiết (purity)
Vaccin phải tinh khiết về virus.

Từng nhóm ba con heo được tiêm bắp thịt với một lượng virus của lô giống tương đương với mười lần lượng virus chứa trong một liều vaccin. Tiêm lần nữa vào ba tuần sau, áp dụng cùng liều lượng và đường tiêm. Các mẫu huyết thanh được thu thập lúc 2 tuần sau mũi tiêm cuối, và đem xét nghiệm bằng phương pháp nhạy nhất để xác định là sạch đối với các kháng thể đối với các virus gây bệnh dịch tả heo Châu Phi (African swine fever), bệnh giả dại (Aujeszky’s disease), BVD, bệnh lở mồm long móng (foot and mouth disease tất cả các chủng), Bệnh viêm dạ dày ruột truyền nhiễm (transmissible gastroenteritis), bệnh viêm mụn nước ở heo (swine vesicular disease), bệnh tai xanh (porcine reproductive and respiratory syndrome), và bệnh cúm heo (porcine influenza các chủng H1N1 và H3N2); và đối với porcine adenoviruses, porcine teschoviruses (các chủng – types 1 và 2), porcine parvovirus và porcine circoviruses (types 1 và 2).
ii) Tính an toàn (safety)
Các vaccin sẽ được xét nghiệm phát hiện mọi tác động gây bệnh đối với heo khỏe mạnh, và cũng phát hiện các heo mà sẽ bị ức chế miễn dịch (immunosuppress) do sự hiện diện cùng lúc của bệnh khác hay do thuốc điều trị, cũng như xét nghiệm để đảm bảo rằng virus vaccin này không truyền qua nhau thai ở heo nái mang thai.
Với các xét nghiệm đối với tính an toàn ở heo bình thường, từng nhóm mười con heo có huyết thanh âm tính được tiêm bắp thịt với mười liều vaccin. Mười con heo khác được làm đối chứng. Tất cả heo được quan sát đến 3 tuần sau đó. Thân nhiệt được ghi chép và các mẫu máu được thu thập hàng ngày, với chất kháng đông, trong tuần đầu. Thể trọng được ghi chép vào lúc tiêm vaccin và 2 tuần sau đó. Không có heo nào chết hay thể hiện các dấu hiệu bệnh do virus (lô giống) của vaccin. Thân nhiệt hàng ngày của nhóm heo sẽ không đến 40,5oC hay cao hơn trong suốt thời gian thử nghiệm. Thể trọng trung bình sẽ không giảm đáng kể (p <0,05) so với các đối chứng. Bạch cầu huyết (tổng số bạch cầu trong máu [WBC – white blood cell] <7 x 106 tế bào/ml) trở nên tăng bạch cầu huyết (leukopenia) là không quan trọng nếu chỉ diễn ra trong một heo trong 1 ngày.
Để đảm bảo tính nhược độc, kể cả với các heo bị ức chế miễn dịch, từng nhóm mười con heo được tạo ức chế miễn dịch, bằng hàng ngày tiêm mỗi con 2 ml prednisolone/kg thể trọng, trong 5 ngày liên tiếp. Vào ngày thứ 3, từng con được tiêm vaccin với lượng tương đương một liều, và được quan sát đến 3 tuần sau. Không có heo nào bệnh chết do virus vaccin này.
Để đảm bảo tính an toàn trong heo nái mang thai, từng nhóm mười heo nái, mang thai 25 – 35 ngày, được tiêm bắp thịt với lượng tương đương một liều vaccin. Một nhóm khác mười heo nái có cùng tình trạng và mang thai giống vậy, được để làm đối chứng. Việc cấp vaccin không ảnh hưởng đến mang thai bình thường, và số lượng heo con đẻ ra ở nhóm thử nghiệm sẽ không giảm đáng kể (p ,0,05) so với các heo đối chứng.

Với các thử nghiệm thực địa, tối thiểu 200 heo được sử dụng, được gieo tinh và được nuôi bởi ít nhất 20 chuồng, và có huyết thanh âm tính đối với CSF và BDV. Các lứa đẻ được phân bố trên ít nhất hai dãy chuồng. Một nửa số heo con trong từng lứa đẻ được tiêm bắp thịt lúc 7 – 14 ngày tuổi với lượng tương đương một liều vaccin. Số heo con còn lại trong lứa đẻ dùng la2mg đối chứng. Tất cả các heo đều được cân lúc tiêm và lúc 2 tuần sau khi tiêm, và được quan sát trong 3 tuần. Tỷ lệ tử vong vượt quá 5% do các nguyên nhân khác ngoài vaccin cũng làm mất hiệu lực của thử nghiệm. Không có heo con nào chết hay thể hiện các dấu hiệu bệnh do virus vaccin. Thể trọng trung bình của heo con được tiêm vaccin trong các lứa đẻ sẽ không dưới quá 20% so với các đối chứng trong 2 tuần sau khi tiêm vaccin.
iii) Không có khả năng truyền lây (nontransmissibility)
Để xác nhận về không có khả năng truyền lây, 24 heo huyết thanh âm tính được chia thành bốn nhóm. Năm heo trong từng nhóm được tiêm bắp thịt với lượng tương đương một liều vaccin. Các heo còn lại làm đối chứng kiểm tra về có tiếp xúc. Tất cả heo được thử thách vào 6 tuần sau với ít nhất 105 PID50 (50% liều gây nhiệm cho heo – pig infectious dose) của một dòng CSFV có độc lực. Tất cả heo đối chứng để cho tiếp xúc sẽ có huyết thanh âm tính vào thời điểm thử thách, và sẽ chết trong vòng 3 tuần. Tất cả heo được cấp vaccin sẽ vẫn khỏe mạnh.
iv) Tính ổn định của nhược độc
Để xác nhận tính ổn định nhược độc của virus, hai heo được tiêm bắp thịt với một lượng virus lô giống tương đương 100 liều vaccin, và sau đó được giết mổ vào 6 – 7 ngày sau. Vùng hạnh nhân của cả hai heo được thu thập gom chung và tạo thành huyễn dịch 10% pha với PBS, pH 7,2. Huyễn dịch này được sử dụng để tiêm bắp thịt cho các heo khác, với lượng 2 ml, và sau đó đem giết mổ lúc 6 – 7 ngày sau. Giao thức này được lặp lại năm lần. Trong quá trình tiêm truyền này, mô hạnh nhân có thể được bảo quản ở 4oC, với thời gian dưới 24 giờ, hoặc ở -70oC với thời gian lâu hơn. Vào cùng thời điểm, sự hiện diện của kháng nguyên CSF được xác nhận ở từng lượt cấy truyền bằng FAT trực tiếp trên các lát cắt bảo quản lạnh của mô hạnh nhân, hay bằng phân lập virus trong một môi trường thích hợp. Nếu CSFV hay kháng nguyên không thể chứng minh được sau một số lần cấy truyền, một loạt cấy truyền thứ nhì được thực hiện để tạo gây nhiễm, bắt đầu với hai heo cuối cùng của loạt cấy truyền trước.

Năm heo được tiêm bắp thịt với lô giống virus cấy truyền đến lần thứ sáu, với lượng tương đương một liều vaccin, hoặc khi không đạt đến lần cấy truyền này, thì sử dụng lượt cấy truyền cao nhất của hai loạt cấy truyền mà phát hiện được virus hay kháng nguyên. Năm heo khác được tiêm tương tự với một lượng của lô giống virus tương đương với một liều vaccin. Tất cả heo được cân vào thời điểm tiêm và vào 2 tuần sau. Máu được thu thập hàng ngày với chất kháng đông trong tuần đầu, và tất cả heo được quan sát trong 3 tuần. Không có heo nào chết hay trở nên bệnh bởi virus vaccin. Thể trọng trung bình của hai nhóm heo trong 2 tuần đầu sẽ không khác nhau rõ rệt (p <0.05). Tăng bạch cầu huyết (leukopenia) (tổng số bạch cầu <7 x 106/ml) là chấp nhận được, chỉ ở một heo, của từng nhóm, trong thời gian 1 ngày.
v) Khả năng tạo miễn dịch (immunogenicity)
Để chứng minh khả năng tạo miễn dịch đầy đủ, mười con heo, từng con được tiêm với một lượng virus tương đương một liều vaccin, và hai heo được nuôi riêng làm đối chứng không tiêm. Tất cả heo được thử thách vào 7 ngày sau với 105 PID50 của một dòng CSFV có độc lực. Chỉ heo đối chứng bị bệnh chết.

Trong một xét nghiệm về độ dài miễn dịch, mười heo, từng con được tiêm với một liều, và hai heo khác được nuôi cách biệt, làm đối chứng. Sáu tháng sau, huyết thanh của heo có tiêm được xét nghiệm phát hiện các kháng thể đối với CSF; ít nhất tám heo sẽ là dương tính. Tất cả heo sau đó được thứ thách với ít nhất 105 PID50 của dòng CSFV có độc lực, và được quan sát trong 3 tuần. Chỉ có heo đối chứng bị bệnh chết.

Để xét nghiệm về bảo hộ đối với phát triển hội chứng heo nái mang trùng, 20 heo nái mang thai ở cùng giai đoạn mang thai được chia một cách ngẫu nhiên thành hai nhóm. Các heo nái của một nhóm được tiêm vaccin một lần hay hai lần với một lượng virus tương đương một liều vaccin, và được thử thách bằng truyền qua đường mũi vào 4 tuần sau khi tiêm mũi vaccin cuối cùng, thử thách với một dòng virus thực địa có độc lực thấp, cùng với các heo nái khác làm đối chứng không tiêm vaccin. Tất cả heo nái được giết mổ vào 4 tuần sau khi thử thách và các phôi thai được kiểm tra phát hiện sự hiện diện của CSFV hay kháng nguyên của virus. Việc tiêm vaccin sẽ làm giảm đáng kể truyền lây virus qua nhau thai.

Dưới các điều kiện bảo quản được mô tả bởi nhà sản xuất đối với thành phẩm, một thể tích virus tương đương một liều vaccin sẽ duy trì được khả năng tạo miễn dịch ít nhất cho đến khi cuối hạn dùng được tuyên bố.
2. Phương pháp sản xuất

Từng lô vaccin CSF MLV phải được chế tạo từ cùng lô giống mà đã được sử dụng trong các xét nghiệm đại diện (pilot test). Tuy nhiên, từng lô vaccin phải được chế tạo theo giao thức sản xuất và dưới các điều kiện được nêu trong đăng ký đối với thành phẩm. Các đặc tính của từng lô thành phẩm và các đặc tính của lô giống phải được kiểm tra là giống nhau.

3. Kiểm soát trong quá trình sản xuất

Giao thức cho sản xuất sẽ tùy thuộc vào dòng vaccin, hệ thống sản xuất (thú vật hay tế bào nuôi), và cơ sở vật chất hiện có. Các tiêu chuẩn đối với tế bào nuôi cấy cho vaccin có thể khác nhau tùy theo hệ thống sản xuất, theo các mẻ cấy ban đầu, loại tế bào, lớp tế bào, hay giá thể nuôi cấy.

4. Kiểm soát lô thành phẩm

Tất cả heo sử dụng trong các xét nghiệm kiểm soát lô thành phẩm phải từ 6 – 8 tuần tuổi và sạch khỏi các kháng thể đối với CSFV và BVDV. Chúng phải duy nhấ về nguồn gốc, giống, phương thức chăn nuôi và được phân chia ngẫu nhiên thành các nhóm khi cần.

a) Nhận diện (identity)
Vaccin này phải khiến tạo được kháng thể trung hòa đối với dòng có độc lực của CSFV.
b) Tính vô trùng (sterility)
Các xét nghiệm đối với tính vô trùng và sạch khỏi vấy nhiễm chất liệu sinh học có thể tìm thấy ở Chương 1.1.9.

c) Tính an toàn (safety)
Từng nhóm ba heo được tiêm bắp thịt với mười liều vaccin đã tái hợp (reconstitute) thành một liều tiêm. Heo được quan sát trong 3 tuần tiếp theo và thân nhiệt được ghi chép hàng ngày trong tuần đầu. Không có heo nào chết hay thể hiện các dấu hiệu bệnh bởi vaccin, thân nhiệt trung bình hàng ngày không đến 40,5oC hay cao hơn, và heo phải phát triển bình thường.
d) Tính tinh khiết (purity)
Lô vaccin phải tinh khiết về virus. Để xét nghiệm tính tinh khiết, ba heo được tiêm bắp thịt với mười liều vaccin. Các mẫu huyết thanh được thu thập vào thời điểm tiêm và 5 tuần sau. Các mẫu này được xét nghiệm phát hiện các kháng thể đối với BDV (trung hòa trong 1 giờ ở 37oC) và porcine parvovirus (ức chế ngưng kết hồng cầu, sử dụng bốn đơn vị ngưng kết hồng cầu). Tất cả ba heo phải không phát bệnh. Các xét nghiệm đối với tính tinh khiết về virus không cần thực hiện khi sử dụng vaccin chế tạo từ thỏ.
e) Tính hiệu lực (potency)
Tính hiệu lực được biểu diễn là số lượng của 50% liều bảo hộ (protective dose – PD50) chứa trong một liều vaccin. Một liều vaccin là ít nhất 100 PD50.
Hai nhóm năm heo con 6 – 8 tuần tuổi được tiêm bắp thịt lần lượt từng nhóm với độ pha loãng 1/40 và 1/160 của vaccin đã tái hợp, sử dụng dịch pha muối đệm (buffered salt solution) pH 7,2. Heo được tiêm vaccin cùng với hai heo đối chứng được đem thử thách bằng tiêm bắp thịt với 105 PID50 dòng độc lực của CSFV vào 2 tuần sau. Các heo được quan sát trong 2 tuần sau đó, trong thời gian này, heo đối chứng sẽ chết. Từ các heo sống sót mà không thể hiện bất kỳ dấu hiệu về CSF, số PD50 chứa trong vaccin được tính toán, bằng áp dụng các phương pháp thống kê thông thường.
Xét nghiệm về tính hiệu lực có thể được thay bằng một phân tích về khả năng gây bệnh, với điều kiện là nhà sản xuất có thể thể hiện rằng có khác biệt và khả năng táp lập liên quan giữa hàm lượng virus của vaccin và bảo hộ tạo nên trên heo đối với thử thách.
f) Tính ổn định (stability)
Thời gian về hạn dùng cho một lô vaccin CSF tiềm sinh sẽ không dưới 1 năm.

C2. Các vaccin nhân tạo (marker vaccines)
Mặc dù việc sử dụng các vaccin MLV là an toàn và hiệu quả đối với CSF, nhưng việc sử dụng các vaccin này đã không được khuyến khích ở EU và một số quốc gia sạch và gần sạch bệnh CSF, vì các kháng thể được tạo nên bằng các vaccin này không thể phân biệt được với các kháng thể tạo nên bởi virus hoang dã (wild-type virus). Một vaccin “nhân tạo”, mà cho phép phân biệt giữa bị nhiễm với được tiêm vaccin (discrimination of infected from vaccinated animals – DIVA), thì không có bất lợi này: vaccin này có thể kích thích ra một đáp ứng miễn dịch bảo hộ mà có thể phân biệt được với đáp ứng miễn dịch tạo nên bởi virus thực địa. Một tiền đề thêm vào của bất kỳ chiến thuật DIVA nào, là sự sẵn có của một xét nghiệm huyết thanh học kèm theo mà có khả năng phân biệt cao, để chứng minh sự vắng mặt của bệnh nhiễm và trong dò tìm tồn dư của bệnh nhiễm.

Các yêu cầu tối thiểu đối với các vaccin nhân tạo và các xét nghiệm phân biệt kèm theo đã được kết hợp như sau (6):

a) Vaccine

Vaccin này sẽ cho ra bảo hộ kháng mọi thử thách tiếp xúc tự nhiên, tức là sẽ ngăn ngừa các dấu hiệu lâm sàng và tái thải tiết ra virus. Hiệu quả của sử dụng vaccin sẽ thể hiện một cách thực nghiệm, bằng các nghiên cứu về sự truyền lây của virus hoang dã trong các nhóm heo đã được cấp vaccin. Hiệu quả bảo hộ của vaccin sẽ đạt được trong thời gian ngắn, lý tưởng là dưới 2 tuần. Bảo hộ đạt được nhanh và tin cậy sẽ thích hợp là đạt được sau một lần cấp vaccin. Hơn nữa, cần phải đảm bảo rằng bệnh nhiễm của heo nái mang thai đã được cấp vaccin không dẫn đến bệnh nhiễm truyền qua nhau thai và gây ra lứa đẻ bị nhiễm bẩm sinh với CSFV. Độ dài miễn dịch sẽ ít nhất là 6 tháng.

Nhiều loại vaccin nhân tạo khác nhau đối với CSF đang được phát triển, và có hai vaccin trong đó đã được cấp phép ở Châu Âu. Cả hai đều là vaccin tiểu đơn vị (subunit vaccin) mà sử dụng glycoprotein E2 của CSFV làm tác nhân gây miễn dịch, và đã trải quả các đánh giá độc lập (9, 32). Tiểu đơn vị E2 này được tạo ra bởi các tế bào của côn trùng, được gây nhiễm thông thường bằng baculovirus đã làm biến đổi, để có chứa gen E2 của CSFV. Do đó, các vaccin này không chứa bất kỳ CSFV nào, trong khi baculovirus (trung gian mang) được làm bất hoạt bằng hóa chất. Các thành phẩm được phối hợp phụ gia dầu khoáng để hình thành huyền phù (emulsion) kép (nước/dầu/nước) hay huyền phù đơn (nước trong dầu). Một số nghiên cứu về khả năng của các vaccin E2 DIVA này về ngăn ngừa truyền lây ngang và truyền lây dọc, đã cho ra các kết quả trái ngược (3).
b) Xét nghiệm phân biệt kèm theo
Xét nghiệm phân biệt kèm theo này sẽ rất nhạy, vì việc sử dụng vaccin sẽ làm giảm lưu hành của bệnh. Lý tưởng là cho ra phân biệt trong cùng khuôn khổ thời gian giống như thời gian phát triển kháng thể đối với protein gây nhiễm dịch, và sẽ được áp dụng chủ yếu là một xét nghiệm đối với đàn. Nếu một xét nghiệm có độ nhạy cao làm giảm tính đặc hiệu, dễ dàng bị thất bại bởi sự hiện diện của các kháng thể đối với các pestivirus khác, thì các phân tích tốt và nhanh chóng dùng để phát hiện sẽ sẵn có để phân biệt giữa các kết quả dương tính với dương tính sai.

Sự hiện diện của các xét nghiệm DIVA kèm theo đối với các vaccin tiểu đơn vị E2 và các xét nghiệm ELISA là dựa vào phát hiện kháng thể đối với proteins Erns (12, 16). Các xét nghiệm này gần đây đã được chấp thuận bởi Ủy ban Châu Âu (European Commission) (2), cho sử dụng để xác định có hay không các đàn đã được cấp vaccin với vaccin tiểu đơn vị E2 có thể cũng đã phơi nhiễm với virus thực địa. Một đánh giá về thi hành các xét nghiệm này (12) đã cho thấy rằng chỉ áp dụng được làm chiến thuật ở cấp độ đàn, mà không áp dụng cho phân biệt theo cá thể đã được cấp vaccin nhân tạo mà được phát hiện một cách thực chất bằng ELISA, với heo cai sữa được thử thách với CSF.

THAM KHẢO
1. ANON (2002). Commission decision of 1 February 2002 approving a Diagnostic Manual establishing diagnostic procedures, sampling methods and criteria for evaluation of the laboratory tests for the confirmation of classical swine fever (2002/106/EC). Official Journal of the European Union, L39/71.

2. ANON (2003). Commission decision of 5 December 2003 amending Decision 2002/106/EC as regards the establishment of a classical swine fever discriminatory test. (2003/859/EC). Official Journal of the European Union, L324/55.

3. BLOME S., MEINDL-BOHMER A., LOEFFEN W., THUER B. & MOENNIG V. (2006). Assessment of classical swine fever diagnostics and vaccine performance. Rev. sci. tech. Off. int. Epiz., 25, 1025–1038.

4 BOUMA A., STEGEMAN J.A., ENGEL B., DE KLUIJVER E.P., ELBERS A.R. & DE JONG M.C. (2001). Evaluation of diagnostic tests for the detection of classical swine fever in the field without a gold standard. J. Vet. Diagn. Invest., 13, 383–388.

5. COLIJN E.O., BLOEMRAAD M. & WENSVOORT G. (1997). An improved ELISA for the detection of serum antibodies directed against classical swine fever virus. Vet. Microbiol., 59, 15–25.

6. COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES (1997). The Use of Marker Vaccines in the Control of Infectious Diseases in Particular, Classical Swine Fever. Report Sci. Vet. Comm. Commission of the European Communities, DGVI, BII2, doc VI/8119, 1–13.

7. DEPNER K., GRUBER A. & LIESS B. (1994). Experimental infection of weaner pigs with a field isolate of HC/CSF virus derived from a recent outbreak in Lower Saxony. I: Clinical, virological and serological findings. Wien. Tierarztl. Monatsschr., 81, 370–373.

8. DEPNER K., PATON D.J., CRUCIERE C., DE MIA G.M., MULLER A., KOENEN F., STARK R. & LIESS B. (1995). Evaluation of the enzyme-linked immunosorbent assay for the rapid screening and detection of classical swine fever virus antigens in the blood of pigs. Rev. sci. tech. Off. int. Epiz., 14, 677–689.

9. DEPNER K.R., BOUMA A., KOENEN F., KLINKENBERG D., LANGE E., DE SMIT H. & VANDERHALLEN H. (2001). Classical swine fever (CSF) marker vaccine. Trial II. Challenge study in pregnant sows. Vet. Microbiol., 83, 107–120.

10. DE SMIT A.J., TERPSTRA C. &WENSVOORT G. (1994). Comparison of Viral Isolation Methods from Whole Blood or Blood Components for Early Diagnosis of CSF. Rep. Meeting Nat. Swine Fever Lab. Brussels 24–25 November. Commission of the European Communities, DGVI/5848/95, 21–22.

11. EDWARDS S., MOENNIG V. & WENSVOORT G. (1991). The development of an international reference panel of monoclonal antibodies for the differentiation of hog cholera virus from other pestiviruses. Vet. Microbiol., 29, 101–108.

12. FLOEGEL-NIESMANN G. (2001). Classical swine fever (CSF) marker vaccine. Trial III. Evaluation of discriminatory ELISAs. Vet. Microbiol., 83, 121–136.

13. HAVE P. (1987). Use of enzyme-linked immunosorbent assays in diagnosis of viral diseases in domestic livestock. Arch. Experimentelle Veterinärmedizin, 41, 645–649.

14. HOFFMANN B., BEER M., SCHELP C., SCHIRRMEIER H. & DEPNER K. (2005). Validation of a real-time RT-PCR assay for sensitive and specific detection of classical swine fever. J. Virol. Methods, 130, 36–44.

15. HURTADO A., GARCIA-PEREZ A.L., ADURIZ G. & JUSTE R.A. (2003). Genetic diversity of ruminant pestiviruses from Spain. Virus Res., 92, 67–73.

16. LANGEDIJK J.P., MIDDEL W.G., MELOEN R.H., KRAMPS J.A. & DE SMIT J.A. (2001). Enzyme-linked immunosorbent assay using a virus type-specific peptide based on a subdomain of envelope protein E(rns) for serologic diagnosis of pestivirus infections in swine. J. Clin. Microbiol., 39, 906–912.

17. LEFORBAN Y., EDWARDS S., IBATA G. & VANNIER P. (1990). A blocking ELISA to differentiate hog cholera virus antibodies in pig sera from those due to other pestiviruses. Ann. Rech. Vet., 21, 119–129.

18. LIESS B. & PRAGER D. (1976). Detection of neutralising antibodies (NIF) test: use of new technical equipment for laboratory swine fever diagnosis. In: CEC Seminar on Diagnosis and Epizootiology of Classical Swine Fever. EUR 5486, 187–197.

19. LIN M., TROTTIER E. & MALLORY M. (2005). Enzyme-linked immunosorbent assay based on a chimeric antigen bearing antigenic regions of structural proteins Erns and E2 for serodiagnosis of classical swine fever virus infection. Clin. Diagn. Lab. Immunol., 12, 877–881.

20. MCGOLDRICK A., LOWINGS J.P., IBATA G., SANDS J.J., BELAK S. & PATON D.J. (1998). A novel approach to the detection of classical swine fever virus by RT-PCR with a fluorogenic probe (Taq Man). J. Virol. Methods, 72, 125–135.

21. MOSER C., RUGGLI N., TRATSCHIN J.D. & HOFMANN M.A. (1996). Detection of antibodies against classical swine fever virus in swine sera by indirect ELISA using recombinant envelope glycoprotein E2. Vet. Microbiol., 51, 41–53.

22. OGAWA N., NAKAGAWA H., YAMAMOTO H., SAWADA M., HANAKI T. & SAZAWA H. (1973). Viral detection in pigs inoculated with the GPE-strain of hog cholera attenuated virus. Ann. Rep. Nat. Vet. Assay Lab. (Japan), 10, 15–19.

23. PATON D.J., MCGOLDRICK A., GREISER-WILKE I., PARCHARIYANON S., SONG J.-Y., LIOU P.P., STADEJEK T., LOWINGS J.P., BJORKLUND H. & BELAK S. (2000). Genetic typing of classical swine fever. Vet. Microbiol., 73, 137–157.

24. PATON D.J., MCGOLDRICK A., BENSAUDE E., BELAK S., MITTELHOLZER C., KOENEN F., VANDERHALLEN H., GREISER-WILKE I., SCHEIBNER H., STADEJEK T., HOFMANN M. & THUER B. (2000). Classical swine fever virus: a second ring test to evaluate RT-PCR detection methods. Vet. Microbiol., 77, 71–81.

25. RESSANG A.A. (1973). Studies on the pathogenesis of hog cholera. Zentralbl. Veterinarmed. [B], 20, 256–271.

26. RISATTI G.R., CALLAHAN J.D., NELSON W.M. & BORCA M.V. (2003). Rapid detection of classical swine fever virus by a portable real-time reverse transcriptase PCR assay. J. Clin. Microbiol., 41 (1), 500–505.

27. RISATTI G., HOLINKA L., LU Z., KUTISH G., CALLAHAN J.D., NELSON W.M., BREA TIO E. & BORCA M.V. (2005). Diagnostic evaluation of a real-time reverse transcriptase PCR assay for detection of classical swine fever virus. J. Clin. Microbiol., 43 (1), 468–471.

28. TERPSTRA C. (1978). Detection of C-strain virus in pigs following vaccination against swine fever. Tijdschr. Diergeneeskd, 103, 678–684.
29. TERPSTRA C., BLOEMRAAD M. & GIELKENS A.J.L. (1984). The neutralising peroxidase-linked assay for detection of antibody against swine fever virus. Vet. Microbiol., 9, 113–120.

30. TERPSTRA C. & WENSVOORT G. (1988). The protective value of vaccine-induced neutralising antibody titres in swine fever. Vet. Microbiol., 16, 123–128.

31. TERPSTRA C. & WENSVOORT G. (1988). Natural infections of pigs with bovine viral diarrhoea virus associated with signs resembling swine fever. Res. Vet. Sci., 45, 137–142.

32. UTTENTHAL A., LE POTIER M.F., ROMERO L., DE MIA G.M. & FLOEGEL-NIESMANN G. (2001). Classical swine fever (CSF) marker vaccine. Trial I. Challenge studies in weaner pigs. Vet. Microbiol., 83, 85–106.

33. VANNIER P. & CARNERO R. (1985). Effets pour le porc d’un virus propagé par un vaccin contre la maladie d’Aujeszky. Point Vet., 17, 325–331.

34. WENSVOORT G., BLOEMRAAD M. & TERPSTRA C. (1988). An enzyme immunoassay employing monoclonal antibodies and detecting specifically antibodies to classical swine fever virus. Vet. Microbiol., 17, 129–140.

35. WENSVOORT G. & TERPSTRA C. (1988). Bovine viral diarrhoea infections in piglets born from sows vaccinated against swine fever with contaminated vaccine. Res. Vet. Sci., 45, 143–148.

36. WENSVOORT G., TERPSTRA C., BOONSTRA J., BLOEMRAAD M. & VAN ZAANE D. (1986). Production of monoclonal antibodies against swine fever virus and their use in laboratory diagnosis. Vet. Microbiol., 12, 101–108.

37. WENSVOORT G., TERPSTRA C., DE KLUYVER E.P (1989). Characterization of porcine and some ruminant pestiviruses by cross-neutralisation. Vet. Microbiol., 20, 291−306.

38. WENSVOORT G., TERPSTRA C., DE KLUYVER E.P., KRAGHTEN C. &WARNAAR J.C. (1989). Antigenic differentiation of pestivirus strains with monoclonal antibodies against hog cholera virus. Vet. Microbiol., 21, 9–20.

*

*    *

NB: There are OIE Reference Laboratories for Classical swine fever (see Table in Part 3 of this Terrestrial Manual or consult the OIE Web site for the most up-to-date list: www.oie.int).
Nguồn: http://www.oie.int/
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