Vietnam J. Agri. Sci. 2016, Vol. 14, No. 5: 714-719 Tap chi KH Nong nghiép Viét Nam 2016, tap 14, s 5: 714-719

www.vnua.edu.vn

SU'LUU HANH BENH CUM CHO H3N2 TREN DIA BAN HA NOI

Nguyén Thanh Trung’, Nguyén Vin Giap, Lé Vin Phan, Pao Céng Duin,
Pam Van Phai, Pham Ngoc Thach

Khoa Thu y, Hoc vién Nong nghiép Viét Nam
Email”: nttrung.hua@gmail.com

Ngay nhan bai: 26.02.2016 Ngay chap nhan: 29.04.2016

TOM TAT

Trong nghién ctu nay 150 ma&u swab dich hiu hong va niém dich mii cia ché nghi mac bénh cim H3N2 thu
thap dwoc & khu viec Ha Néi tir thang 5/2015 dén 2/2016 da dwoc chan doan bing phwong phap RT-PCR. Két qua
chén doan cho thay ty |& ché bi nhiém véi virus cim H3N2 1a 6%. Trén nhitng ca thé ché dwong tinh véi H3N2 ¢c6
cac dau hiéu 1am sang dién hinh ctia bénh cim ché nhw sét, dich mdi, ho, bd an, may mdii, khé thé va cé thé ké& phat
viém phdi. Ty I& ché méc cao nhét & Ita tudi 2 - 6 thang. Ché nudi vao mua déng va mua xuan cé ty 1& mac bénh cao hon
trong mua thu va mua he.

T khoa: Cum chd, H3N2, Ha Noi.
The Prevalence of H3N2 Canine Influenza Virus in Hanoi

ABSTRACT

A total of 150 nasal swab specimens collected from H3N2 canine influenza - suspected cases in Hanoi from
May 2015 to February 2016 were diagnosed by the RT-PCR method. The diagnostic results showed that 6% of swab
samples were positive for H3N2 canine influenza. Dogs infected with canine influenza virus (CIV) showed typical
clinical signs such as coughing, sneezing, difficulty to breath and fever. However, some cases occasionally
developed secondary complications, such as severe pneumonia. The rate of infected dogs was highest at 2-6 months

old. The proportion of infected dogs with H3N2 in winter-spring was higher than in summer-autumn.

Keywords: Canine influenza, dogs, H3N2, Hanoi.

1. DAT VAN DE

Choé 1a loai dong vat rat gan giii va than
thiét ctia con nguoi. Hién nay, nuéc ta dang hoa
nhap vao nén kinh t& thi truong thé& giéi va
dang trén da phat trién, chat luong cudc song
ngay cang dudc nang cao; nhu cdu nudi thu
cung cling ngay mot gia tang, trong d6 ché la
loai dugc lya chon nhiéu nh4t. Nhiéu giéng ché
duge nhap vao nudc ta, dé phuc vu nhu ciu ctua
ngudi nudi va lam phong phi da dang hon vé sé
lugng va chung loai cac giong ché. Song song véi
su phat trién d6, nhiéu dich bénh nguy hiém,
gay nhiéu thiét hai cho ngudi chan nudi ché
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canh ciing xay ra; nhat 1 cac bénh lay nhiém,
trong d6 c¢6 bénh cim ché. Diac biét, bénh
thuong ghép hoéc nham lan véi bénh care, vi
vay, viéc chdn doan chinh xac bang ky thuat
RT-PCR la thuc su can thiét.

Bénh ctiim ché da dugc phat hién & cac nuée
Thai Lan (Bunpapong et al, 2014), Han Quoc
(Baek et al., 2009; Lyoo et al., 2015; Song et al.,
2009), Trung Quéc (Li et al, 2010; Su et al,
2013; Sun et al., 2013) va Kyrgyzstan (Parms et
al., 2015). Tuy nhién, rat it théng tin ho#c chua
c6 nghién cu nao tai Viet Nam vé bénh cim
ché. Vi vay, nghién ctu nay nham lam r6 su luu
hanh ctia bénh trén dia ban Ha N6i va nang cao
hiéu qua phong, tri bénh, lam giam thiét hai cho



Nguy&n Thanh Trung, Nguy&n V&n Giap, Lé Van Phan, Pao Céng Duan, Bam Van Phai, Pham Ngoc Thach

nganh chan nudi ché, dong thsi b6 sung vao cac
tai liéu nghién cttu bénh ctim ché 6 Viét Nam.

2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. D6i tugng

Do6i tugng nghién ciu bao gébm tat ca
nhiing ca thé ché bi nghi méc bénh c6 biéu hién
lam sang lién quan dén bénh ctim nhu sét, dui
mai, ho, may muai va dd dude chidn doan
duong tinh v6i bénh cim ché H3N2 bang phan
ung RT-PCR.

2.2. Noi dung

Xac dinh ty 1& ché méc bénh cim H3N2 tai
phong kham thd y Animal Care (424/16 Thuy
Khué, Tay H5, Ha Noi) bang phan ting RT-PCR.

Diéu tra mot s6 dac diém dich té ctia bénh
cim ché H3N2 theo giéng, lta tudi, mua va theo
déi mét s§ triéu ching lam sang dién hinh
ctia bénh.

2.3. Phuong phap

2.3.1. Thu thip miu bénh pham

MAu bénh phidm dudc thu thap gém swab
dich hau hong va niém mac dich mi trong PBS
(pH7,4) cta ché nghi mic bénh véi cac biéu hién
lam sang lién quan dén bénh ctim nhu s6t, di
miii, ho, may miii. MAu dude bao quan 6 -70°C
cho t6i khi kiém tra. Cdc miu bénh phidm nay
dugc thu thap tu thang 5/2015 dén thang 2/2016.

2.3.2. Phuong phap RT-PCR
Bao gém cac budc thiét k& méi va thyc hién
kg thuat RT-PCR.

Thiét k& moi: Cac ciap moi dic hiéu dung
trong nghién ctu nay dugc lga chon dua theo
cac nghién cttu da cong bo trudec day. Thong tin
vé cap moi duge trinh bay & bang 1.

Tach va tinh sach ARN téng s6 tit dich
swab hau hong va niém mac mii ché nghi méc
bénh. Cac bude chiét tach ARN téng s§ huyén
dich virus dudc thuc hién theo cac buée sau: Ly
giai mau bing TRIzol Reagent (Invitrogen);
tach pha ARN bang chloroform; tia ARN bang
iso-propanol; rta tia ARN bing 1ml con 75%
(pha trong nuéc cit da xi ly bang DEPC); sau
d6 hoa tan tia ARN trong 30ul nudc cit 3 1an da
xti Iy bing DEPC. ARN sau tach chiét dugc dua
di téng hop cDNA va phan ARN con lai duge bao
quan ¢ -70°C.

Téng hop ¢cDNA duge tién hanh bing kit
Invitrogen (Han Quéc) v6i random primer
(10pmol) 2ul, ARN téng s6 10ul dé 65°C/15 phut
va gift ¢ 4°C. Sau d6 cho dNTPs (40mM) 1pul,
DTT (0,1M) 2ul, First strand buffer (5x) 4pl,
MMLV (200 U/ul) 1ul dé 25°C/5 phut, 37°C/60
phit va 72°C/10 phit va giti 6 4°C.

Té6i vu héa phan ting PCR.St dung kit PCR
i-Star Master véi cac thanh phan dude phéi hop
sdn. Thé tich cudi cung cta phan tng la 20ul
gdm 17ul i-Star Master mix solution + 1ul méi
xubi + 1ul moéi nguge + 1ul cDNA.

Phan tng PCR dé chin doan virus cum A
v6i cdp moéi AIVF/AIVR duge thuc hién véi chu
trinh nhiét & bang 2. San phdm PCR dugc phan
tich bang phucng phap dién di trong thach
agarose 1,5%, c6 b6 sung lugng thuéc nhudém
pht hgp (RedSafe™Nucleic Acid Staining
Solution (20.000x) va dudc doc két qua bang
may UV.

Bang 1. Trinh tu méi dung chin doan st dung trong phan ing RT-PCR

Xuéi'/\ﬂgiwc Trinh tw mdi (5' - 3) K"Ch(ggg""yc e dai Tai liéu tham khao
AIVF CTT CTA ACC GAG GTC GAA ACG 244 M (Fouchier et al., 2000)
AIVR AGG GCA TTT TGG ACA AAGIT CGT CTA

HA3F AAAGCAAACTTTAGTGTGATTTTCGAAAGG 381 H3 (Lee et al., 2016b)
HA3R CATAAATGTTATTTGTTCAAAACTATTTTC

NA2F GGCAGGGGACCACGCTGAACAATAAACA 747 N2 (Lee et al., 2016a)
NAZR GTCCAGCCACCAATGACCTTGAAAGTCTC
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Bang 2. Chu trinh nhiét cia phan @ng PCR dung chin doan virus cam A

Cap moi Giai doan phan &ng Nhiét do(°C) Thoi gian (giay) Sé vong l&p lai
AIVF/AIVR Tién bién tinh 94 180 1
Bién tinh 94 30 35
B&t mdi 50 30
Kéo dai 72 30
Kéo dai cudi cung 72 420 1

Bang 3. Chu trinh nhiét cia phan @ng PCR dung chidn doan virus cam H3N2

Cap moi Giai doan phan trng Nhiét d6(°C) Thoi gian (giay) Sé vong lap lai
HA3F/HA3R Tién bién tinh 94 180 1
NAZF/NAZR Bién tinh 94 30 35

Bat moi 55 30
Kéo dai 72 30
Kéo dai cudi cung 72 420 1

Néu san phdm PCR ducng tinh sé tiép tuc
dugec dinh type (subtype) véi cidp moi
HA3F/HA3R va NA2F/NA2R. Chu trinh nhiét
dugc thé hién & bang 3.

2.8.8. Xt Iy sé liéu

S6 liéu duge xt ly thong ké bdi phan mém
Excel 2010.

Thi nghiém duge thyc hién tu thang 5/2015
dén thang 2/2016.

2.4. Dia diém nghién citu

Nghién ctiu dudc tién hanh tai Phong kham

8

Animal Care (424/16 Thuy Khué, Tay H6, Ha
No6i), cung véi sy gitip dd cua Phong thi nghiém
Nghién ctu va phat trién, Coéng ty C6 phin
Cong nghé phéat trién nong thén (RTD) va
Phong thi nghiém vi sinh vat ctia Trudng Dai
hoc Y Ha Noi.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. K&t qua khao sat tinh hinh mic bénh
trén cac ca choé kiém tra

A AP, z . 7 A~ z
Két qua chan doan virus cim A trén cac ca
, R R A s
ché kiém tra thé hién qua hinh 1.

9

(+) () M

<€— 244bp

Hinh 1. K&t qua chin doan virus cam A bang phan ttng PCR

Ghi chii: M: DNA marker 100bp, giéng 1-9: s6' mau kiém tra, (+) dé1 chitng duong, (-) déi chitng 4m
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12 3 4567809 ()M

N2 - 747bp

Ll I B - !

Hinh 2. K&t qua kiém tra virus cam H3N2 bang phan ttng PCR
v0i cac cap moi HASF/HA3R va NA2F/NA2R

Ghi chii: M: DNA marker 100bp, giéng 1-9: s6 mau duong tinh véi ctiim A, (-) déi chiing 4m

Ti hinh 1 cho thay, trong 150 mau bénh
pham swab thi ¢6 9 mau ducng tinh véi virus
cim A c6 vach sang dung véi kich thuée ciia moi
thiét k& 1a 244 bp ti giéng 1 dén giéng 9. Giéng
do6i chiing duong c6 vach sang kich thuéc ding
v6i thiét ké. Giéng d6i chiing Am khéng c6 vach
sang cia mau kiém dinh 4m tinh.

Chin mau duong tinh véi cim A tiép tuc
duge dinh type (subtype) biang phan tng PCR
v6i cac cap moi HASF/HA3R va NA2F/NA2R.
Két qua thé hién & hinh 2.

T hinh 2 cho thay, 9 miu duong tinh véi
virus cim A déu duong tinh véi virus cim H3N2
v6i kich thuée 14n lugt 14 381bp voi H3 va 747bp
v6i N2. Nhu vay, ty 1& ché c6 phan ting duong tinh
v6i H3N2 146 % (9/150). Tuy nhién, day 1a nghién
ctiu dau tién dé cap vé bénh, lam co sé cho viéc

A . 2z 9 R INDR X A
nghién ciiu cac dic diém vé dich té ctiia bénh.

3.2. Mot s6 diac diém dich té ctia bénh cam
ch6 H3N2

3.21. Ty 16 mic bénh cim ché H3N2
theo giéng

Bang 4 cho thay ty 1é ché bi nhiém H3N2
v6i céc triéu ching dién hinh trén téng s ché
dugc kiém tra 14 6%. Trong s§ 7 gidng ché dudge
dua dén kham, giong ché c6 tAm véc bé nhu Fox
(9,52%), Chihuahua (10%) c6 ti 1& méc bénh cao
hon so véi nhiing giéng ché c6 tAm véc 16n nhu
Alaska (4,76%). Bén canh d6, ty 1&é nhiém bénh
cim ché H3N2 cta gidng ché noi (5%) thap hon
ché ngoai (6,36%). K&t qua nghién ciu nay ciing
gidng cdng bd cla cac tac gia d Han Quéc (Song
et al., 2009).

Bang 4. K&t qua kiém tra xac dinh ty 1é mic bénh H3N2 bang ky thuat PCR
trén cac giong ché khac nhau

Nhém ché Gibng cho S cho theo dbi (con) Sé ché dwong tinh véi H3N2 (con) Ty 1& (%)
Ban dia Ché vang 17 1 5,88
Phu Quéc 23 1 4,35
Téng 40 2 5,0
Ngoai nhap Fox 21 2 9,52
Chihuahua 20 2 10,0
Fox séc 18 1 5,56
Nhat 30 1 3,33
Alaska 21 1 4,76
Téng 110 7 6,36
Téng 150 9 6,0
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Bang 5. K&t qua kiém tra tinh hinh mic bénh ciim ché H3N2 theo lia tudi

Nhoém tudi (thang) S6 ché khao sat (con)

Sé ché méc bénh (con) Ty l&é mac(%)

<2 31 2 6,45
2-<6 50 4 8,0
6-<12 29 2 6,9
>12 40 1 2,5
Téng 150 9 6,0

Bang 6. Ty 1&é ché mic bénh cim ché H3N2 theo mua

Mua vu (5/2015-2/2016) S cho theo déi (con) Sb ché mac bénh (con) Ty l& (%)
Xuén (thang 2) 42 4 9,52
Hé (thang 5 - 7) 12 0 0
Thu (thang 8 - 10) 30 1 3,33
Dong (thang 11 - 1) 66 4 6,06

Téng 150 9 6

Bang 7. Ty 1é cac triéu chiing 1Am sang dién hinh & ché mic bénh ciim ché H3N2

Triéu ching S6 ché biéu hién (n = 9) Ty lé (%)
Sét > 40°C 9 100
An it 7 77,78
Bd an 8 88,89
Chay dich mdi xanh 9 100
Réi loan hd hép, ho 9 100
May mai 9 100

Dé danh gia anh hudng cta do tudi déi véi
ty 1&é méc bénh cim ché H3N2, viéc diéu tra, tap
hgp bénh 4n ctia nhiing ca bénh mang t6i phong
kham va nhiing ca mic cim ché H3N2 dudc
thuc hién, k&t qua dudgc trinh bay & bang 5.

Tt bang 5 cho thdy, ché & cac lia tudi khac
nhau c6 ty 1&é méc bénh khac nhau. Ché & do tudi
tit 2 - 6 thang tudi méic bénh véi ty 1é cao nhat
(8,0%), thap nhit 6 ché trén 12 thang tudi
(2,5%). Cac nhém tudi nho hon 2 thang (6,45) va
ti 6-12 thang tudi (6,9%).

3.2.2. Ty 16 ché méc bénh ciim H3N2 theo miia

Két qua khao sat ty 16 méc bénh cim ché
H3N2 theo mua dudc trinh bay & bang 6.

Qua két qua trén ching t6i thay c6 su sai
khac ro rét gitia ty 1é mac bénh ¢ mua déng,
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mua xuin véi mua hé va mua thu. Trong khao
sat nay, ty 1& nhiém bénh cim H3N2 6 ché xuit
hién nhiéu viao mua xuin va mua déng, 1an lugt
la 9,52% va 6,06%. Trong khi d6, ty 16 nhiém
bénh cim H3N2 it hon vao mua hé (0%) va mua
thu (3,33%). Mac khac, do giéi han vé thoi gian
thuc hién dé tai nay, dé hiéu rd ty 1é méc bénh
cim H3N2 theo mua can c6 nhiing nghién ctu
day dua hon.

3.3. Triéu chitng lam sang cta ché mic
bénh cam ch6 H3N2

Biéu hién lam sang cta bénh cim ché
H3N2 1a s6t thudng xay ra sé6m. Tiép theo 1a ho
vd may mii. K&t qua theo déi biéu hién lam
sang 6 9 con ché duong tinh véi phan tng RT-
PCR dugc trinh bay 6 bang 7.
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Theo két qua 6 bang 7, c6 t6i 100% ca bénh
mang t6i phong kham cé biéu hién s6t cao. Cac
triéu chiing an it (77,78%) thuong xuit hién &
nhiing giai doan diu ctia bénh, khi virus méi
xdm nhap vao. Bb an (88,89%), chay dich miii
xanh, (100%); r6i loan hd hap, ho (100%) va may
mii (100%) 1a nhiing triéu chtng dién hinh cta
bénh cim ché H3N2. Két qua nay tuong déng véi
triéu ching lam sang cta cac tac gid khac (Song et
al., 2009; Sun et al., 2013; Yang et al., 2014).

4. KET LUAN

Di xac dinh chinh xac 9 miu virus cim
H3N2 tit bénh phdm thu thap dudc tai phong
kham bang phan ting RT-PCR.

Ty 1& ch6 méc bénh cim H3N2 1a 6 % trong
khao sat nay. Ché bénh c6 cac triéu ching dién
hinh nhu chay dich miii xanh, réi loan hd hap, ho,
viém phéi va may mii. Ché 6 do tudi tit 2 - 6
thang tudi mic bénh véi ty 1& cao nhat (8,0%).
Bénh thudng xuit hién nhiéu vio mua déng va
mua Xuan.

Pay 1a két qua nghién ciu dau tién vé bénh
cim ché H3N2 6 Viet Nam. Ké&t quéd nay tao tién
dé dé nghién ctu tiép vé cac mat dich t& hoc,
vaccin phong bénh trong thoi gian téi.
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