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TÓM TẮT
Nghiên	cứu	đã	tiến	hành	xác	định	đặc	tính	sinh	học,	sinh	học	phân	tử	của	3	chủng	virus	Ca-rê	

được	phân	lập	tại	3	tỉnh,	thành	phố	(Hà	Nội,	Ninh	Bình	và	Nghệ	An)	trong	năm	2020.	Kết	quả	nuôi	
cấy	cho	thấy	3	chủng	virus	nhân	lên	nhanh	trên	môi	trường	nuôi	cấy	tế	bào	Vero-DST	với	bệnh	tích	
điển	hình	thể	hợp	bào	(syncytium);	hiệu	giá	virus	dao	động	từ	5,56	x	106	-	6,67	x	106	TCID50/ml.	
Virus	bắt	đầu	nhân	lên	sau	6	giờ	gây	nhiễm	và	phá	hủy	tế	bào	với	hiệu	giá	virus	cao	nhất	sau	48	giờ	
gây	nhiễm.	Kết	quả	giải	trình	tự	và	phân	tích	gen	H	của	3	chủng	virus	VNUA.CDV.NA04,	VNUA.
CDV.NB05	và	VNUA.CDV.HN11	cho	thấy	các	chủng	virus	này	thuộc	genotype	Asia	1,	nằm	cùng		
nhánh	phát	sinh	của	các	chủng	tham	chiếu	được	phân	lập	tại	Việt	Nam	(2013-2017),	Trung	Quốc.	Kết	
quả	nghiên	cứu	này	sẽ	phục	vụ	cho	các	nghiên	cứu	chọn	và	tạo	chủng	virus	tiềm	năng	để	sản	xuất	chế	
phẩm	phòng	và	điều	trị	bệnh	Ca-rê.

Từ khóa:	Virus	Ca-rê,	đặc	tính	sinh	học,	sinh	học	phân	tử,	Việt	Nam.

Research on biological, molecular biology characteristics 
of some Canine distemper virus strains in Viet Nam in 2020
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SUMMARY
Study on the biological and molecular biology characteristics of 3 Carreù virus strains isolated 

in Ha Noi City, Ninh Binh and Nghe An provinces was carried out  in 2020. The culture result 
showed that 3 CDV strains: VNUA.CDV.NA04, VNUA.CDV.NB05 and VNUA.CDV.HN11 
multiplied rapidly on Vero-DST cells with typical lesions of syncytium with viral titers from 5.56 x 
106 - 6.67 x 106 TCID50/ml. Virus began multiplying after 6 hours of infection and destroying cells 
(CPE) with the highest titer after 48 hours of infection. The result of sequencing and analyzing 
the H gene of 3 CDV strains indicated that these virus strains belonged to genotype Asia 1, 
located in the same phylogenetic branch of CDV strains that isolated in Viet Nam (2013-2017) 
and in China. This studied results will serve for researches on selecting potential virus strains 
to produce the bio-products for prevention and treatment of canine distemper.

Keywords: Canine distemper virus, biological, molecular characteristics, Viet Nam.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Bệnh	sài	sốt	chó	(Canine	Distemper)	hay	Ca-

rê	là	bệnh	truyền	nhiễm	nguy	hiểm	và	phổ	biến	
nhất	 trên	chó.	Bệnh	phân	bố	ở	nhiều	quốc	gia	
trên	thế	giới	và	gây	bệnh	trên	hầu	hết	các	loại	thú	
ăn	thịt	như	chồn,	cáo,	hổ,	sư	tử,…(Appel	et al.,	
1994).	Bệnh	do	virus	thuộc	giống	Morillivirrus,	

họ	Paramyxovidae,	 là	 virus	 có	 vỏ	 bọc,	 đường	
kính	150nm	đến	300nm	(Appel	MJ	et al.,	1995).	
Là	virus	có	cấu	trúc	nucleocapsid	chứa	một	sợi	
RNA	không	phân	đoạn	gồm	15.690	nucleotide	
có	khả	năng	lây	lan	rộng	qua	đường	hô	hấp	hoặc	
dịch	bài	 tiết	 (Frisk	et al., 1999;	Sykes,	 2013).	
Hệ	thống	genome	của	Canine	Distemper	Virus	
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(CDV)	mã	hóa	cho	6	loại	protein:	nucleocapsid	
(N),	phosphoprotein	(P),	matrix	(M),	fusion	(F),	
hemagglutinin	(H)	và	polymerase	(L).	Trong	đó	
protein	H	đóng	vai	 trò	quan	 trọng	 trong	quyết	
định	tính	kháng	nguyên	của	virus.	CDV	chỉ	có	
một	serotype	duy	nhất,	tuy	nhiên	dựa	trên	trình	
tự	nucleotide	của	đoạn	gen	H,	người	ta	đã	chia	
ra	thành	5	type	virus	lớn	được	phân	lập	từ	những	
vùng	địa	 lý	khác	nhau:	 type	châu	Âu,	cổ	điển	
(Classic	type),	châu	Á-1,	châu	Á-2	và	Mỹ	(Lan	
và	ctv.,	2006).	Đoạn	gen	H	của	CDV	đóng	vai	
trò	quan	trọng	trong	việc	biến	đổi	di	truyền	giữa	
các	chủng	virus	này	(Hashimoto	và	ctv.,	2001).	
Vì	vậy	thông	tin	về	gen	H	của	CDV	nhằm	giúp	
hiểu	 rõ	hơn	về	 tính	đa	dạng	di	 truyền,	dịch	 tễ	
học	 phân	 tử	 và	 cung	 cấp	 thêm	 thông	 tin	 về	
nguồn	gốc	của	virus	thực	địa.

Bệnh	 lần	 đầu	 tiên	 được	 phát	 hiện	 tại	 Việt	
Nam	vào	năm	1920.	Bệnh	nguy	hiểm	nhất	trên	
chó	con	3	-	6	tháng	tuổi;	tỷ	lệ	chết	50	-	80%,	có	
thể	 lên	 tới	 100%	nếu	không	được	điều	 trị	 kịp	

thời	(Hồ	Đình	Chúc,	1993).	Cho	đến	nay,	bệnh	
Ca-rê	xảy	ra	ở	hầu	hết	các	tỉnh	và	gây	thiệt	hại	
lớn	cho	người	nuôi	chó;	mặc	dù	đã	được	tiêm	
phòng	vacxin	nhưng	mức	độ	bảo	hộ	chưa	cao.	
Xuất	phát	từ	thực	tiễn	đó,	nhóm	nghiên	cứu	đã	
tiến	hành	nghiên	cứu	đặc	tính	sinh	học,	sinh	học	
phân	tử	của	chủng	virus	CDV	phân	lập	từ	chó	
nhiễm	bệnh	tại	 thực	địa,	 từ	đó	phát	hiện	được	
những	biến	đổi	về	đặc	điểm	sinh	học,	đặc	tính	
di	truyền	so	với	các	chủng	virus	vacxin	thương	
mại	 đang	 được	 sử	 dụng	 tiêm	 phòng	 cho	 chó,	
nhằm	giải	thích	cho	hiệu	quả	phòng	bệnh	bằng	
vacxin	 không	 cao	 tại	 thực	 tiễn.	 Ngoài	 ra,	 kết	
quả	nghiên	cứu	sẽ	bổ	sung	thêm	vào	ngân	hàng	
chủng	giống	virus	để	từ	đó	giúp	cho	việc	sàng	
lọc	và	lựa	chọn	chủng	virus	tiềm	năng	để	phục	
vụ	 nghiên	 cứu	 sản	 xuất	 các	 chế	 phẩm	 có	 khả	
năng	phòng	và	điều	trị	bệnh	Ca-rê.

II. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu nghiên cứu

Bảng 1. Thông tin 3 chủng virus CDV sử dụng trong nghiên cứu

STT Chủng virus Nguồn gốc Năm thu thập
1 VNUA.CDV.NA04 Nghệ An 2020
2 VNUA.CDV.NB05 Ninh Bình 2020
3 VNUA.CDV.HN11 Hà Nội 2020

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. RT-PCR

Bao	gồm	các	bước	tách	chiết	RNA	của	virus	
và	các	bước	thực	hiện	kỹ	thuật	RT-PCR.	RNA	
được	 tách	 chiết	 từ	mẫu	 ruột	 và	 phân	 của	 các	
chó	mổ	khám	bằng	kit	Qiagen.	Quy	trình	tách	
chiết	RNA	 của	 virus	 theo	 hướng	 dẫn	 của	 nhà	
sản	xuất.	RNA	sau	khi	tách	chiết	được	bảo	quản	
ở	nhiệt	độ	-30oC.	

Phản	ứng	RT	-	PCR	được	thực	hiện	theo	hướng	
dẫn	của	bộ	kit.	Cặp	mồi	được	sử	dụng	gồm:	Upp1:	
5’-ATGTTTATGATCACAGCGCGGT-3’	 và	
Upp2:	 5’-ATTGGGTTGCACCACTTGTC-3’	
(Lan	và	cs.,	2005),	xác	định	một	đoạn	409	bp	từ	
nucleotide	2.132	đến	2.541.	Tiến	hành	khuếch	

đại	sản	phẩm	trong	máy	PCR	với	chu	kỳ	nhiệt:	
1	chu	kỳ:	50oC/30	phút,	95	oC/2	phút;	35	chu	kỳ:	
95oC/30	giây,	50oC/1	phút,	720C/2	phút;	1	chu	
kỳ:	72oC/10	phút,	kết	thúc	ở	40C.	Điện	di	kiểm	
tra	kết	quả	RT-PCR	ở	hiệu	điện	thế	100V	trong	
30	phút.	Quan	sát	và	chụp	ảnh	kết	quả	điện	di	
sản	phẩm	RT-PCR	trên	máy	chụp	ảnh	gel.	

2.2.2. Phân lập virus

Môi	 trường	DMEM	có	 5%	FBS	 được	 làm	
ấm	 trong	 tủ	 37oC	 trong	 30	 phút	 trước	 khi	 lấy	
tế	bào	ra	nuôi	cấy.	Tế	bào	Vero-DST	được	bảo	
quản	 trong	 nitơ	 lỏng	 được	 giải	 đông	 nhanh	
chóng.	Tế	bào	sau	khi	giải	đông	được	chuyển	
vào	ống	ly	tâm	có	chứa	5ml	môi	trường	DMEM.	
Ly	tâm	1.500	vòng/5	phút	để	loại	bỏ	hoàn	toàn	



12

KHOA HỌC KỸ THUẬT THÚ Y TẬP XXIX SỐ 4 - 2022

dung	dịch	bảo	quản	và	giữ	lại	cặn	tế	bào.	Hòa	
tan	cặn	tế	bào	trong	1ml	môi	trường	đã	chuẩn	bị	
ở	trên.	Chuyển	tế	bào	ra	khay	nuôi	cấy	12	giếng	
chứa	1ml	môi	 trường	DMEM,	5%	FBS.	Nuôi	
cấy	 trong	điều	kiện	37oC,	 5%	CO2	hàng	ngày	
theo	dõi	sự	phát	triển	của	tế	bào.	

Khi	 tế	 bào	 Vero-DST	 mọc	 được	 một	 lớp	
trên	bề	mặt	nuôi	cấy	được	gây	nhiễm	virus	với	
mẫu	 bệnh	 phẩm	 được	 nghiền	 nhỏ,	 pha	 loãng	
trong	 môi	 trường	 DMEM	 và	 lọc	 qua	 màng	
lọc	0,22µm.	Mẫu	bệnh	phẩm	đã	được	xử	 lý	ở	
trên	được	cho	vào	khay	chứa	tế	bào	Vero-DST,	
ủ	ở	37oC	 trong	1	giờ,	 sau	đó	 loại	bỏ	dịch	gây	
nhiễm	và	 rửa	 tế	 bào	 bằng	 dung	 dịch	 PBS	 1X	
có	bổ	sung	antibiotic	–	abimycotic.	Cuối	cùng,	
bổ	sung	môi	trường	nuôi	cấy	DMEM	chứa	5%	
FBS,	1%	antibiotic	–	abimycotic	và	0,1%	G418	
Disulfate.	Hàng	ngày	đánh	giá	bệnh	tích	tế	bào	
trên	kính	hiển	vi	soi	ngược.	Khi	bệnh	tích	tế	bào	
chiếm	khoảng	80	–	90%	diện	tích	đáy	nuôi	cấy,	
virus	được	thu	từ	môi	trường	nuôi	cấy.

2.2.3. Xác định hiệu giá virus

Các	 chủng	 virus	 phân	 lập	 được	 pha	 loãng	
theo	 cơ	 số	 10.	 Mỗi	 độ	 pha	 loãng	 virus	 sau	
đó	 gây	 nhiễm	 trên	 8	 giếng	 tế	 bào	 của	 đĩa	 96	
giếng.	Theo	dõi	bệnh	tích	tế	bào	hàng	ngày	với	
kính	hiển	vi	soi	ngược.	TCID50	được	 tính	 theo	
phương	pháp	Spearman	và	Karber	(Kärber	G.,	
1931;	Spearman	C.,	1908).

2.2.4. Xác định đường cong sinh trưởng

Tế	bào	được	chuẩn	bị	vào	bình	T25	(5x106	
tế	bào/bình)	với	 liều	gây	nhiễm	MOI	=	0,01.	
Sau	1	giờ	ủ	trong	điều	kiện	37oC,	5%	CO2,	dịch	
gây	nhiễm	virus	được	loại	bỏ	bằng	dung	dịch	
PBS	1X,	bổ	sung	môi	trường	nuôi	cấy	DMEM	
chứa	5%	FBS,	1%	antibiotic	–	abimycotic	và	
0,1%	G418	Disulfate.	Virus	 được	 thu	 tại	 các	
thời	 điểm	khác	 nhau	 sau	 khi	 gây	 nhiễm	 theo	
thứ	 tự:	 6,	 12,	 24,	 36,	 48,	 60,	 72	 và	 96	 giờ.	
Đường	 cong	 sinh	 trưởng	 của	 virus	 được	 xác	
định	dựa	vào	giá	trị	hiệu	giá	log10TCID50/ml	tại	
mỗi	thời	điểm	thu	virus.	

2.2.5. Giải trình tự gen

Bảng 2. Thông tin cặp mồi giải trình tự

Tên mồi Trình tự (5’ – 3’) Vị trí Kích thước
CDVff1 TCGAAATCCTATGTGAGATCACT 6897–6919

2.100 bp
CDVHS2 ATGCTGGAGATGGTTTAATTCAATCG 8994–8969

Kết	 quả	 thu	 được	 được	 xử	 lý	 bằng	 phần	
mềm	Genetyx	để	xử	lý	và	thu	nhận	chuỗi	gen	
cần	 nghiên	 cứu	 với	 bộ	 mã	 di	 truyền.	 Phân	
tích	xác	nhận	chuỗi	gen	thu	nhận	được	thông	
qua	 chương	 trình	 Blast	 trên	 Ngân	 hàng	 Gen	
(GenBank)	 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).	
Truy	cập	ngân	hàng	gen	thu	nhận	và	xác	định	
sự	tương	đồng	về	nucleotide	của	các	chuỗi	gen	
tương	 ứng	 với	 các	 phân	 đoạn	 gen	 thu	 được	
trong	nghiên	cứu.	Thành	phần	amino	acid	của	
virus	đươc	thu	nhận	bằng	cách	sử	dụng	bộ	mã	
của	 vi	 sinh	 vật	 bậc	 thấp	 (Bộ	mã	 vi	 khuẩn	 –	
Bacterial	code)	có	trong	Ngân	hàng	Gen	và	so	
sánh	thông	qua	chương	trình	Genetyx.

2.2.6. Xử lý số liệu 

Các	 số	 liệu	 được	 tính	 toán	 và	 xử	 lý	 bằng	
phần	mềm	Excel.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Kết quả phân lập CDV trên môi trường 
tế bào Vero-DST

Bằng	kỹ	thuật	RT-PCR,	đã	khẳng	định	chắc	
chắn	sự	có	mặt	của	virus	gây	bệnh	Ca-rê	 trên	
chó.	Sau	đó,	các	chủng	virus	được	phân	lập	từ	
các	 mẫu	 bệnh	 phẩm	 khác	 nhau	 của	 chó	 mắc	
bệnh	trên	môi	trường	tế	bào	một	lớp	Vero-DST.	

Kết	 quả	 bảng	 3	 cho	 thấy,	 sau	 12	 giờ	 gây	
nhiễm	 hai	 chủng	 VNUA.CDV.NA04,	 VNUA.
CDV.NB05	đã	xuất	hiện	bệnh	tích	tế	bào	(CPE)	
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với	 biểu	 hiện	 tế	 bào	 hòa	màng,	 nhân	 co	 cụm	
hình	thành	các	thể	hợp	bào	(thể	syncytium).	

Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm RT-PCR 

Chú thích: M: Marker; 1. đối chứng dương; 2. 
đối chứng âm; 3, 4, 5: các mẫu phân lập CDV

Tại	 thời	 điểm	 24	 giờ	 sau	 gây	 nhiễm	
virus,	3	chủng	virus	phân	lập	đều	xuất	hiện	
bệnh	tích	tế	bào	đặc	trưng.	Thời	điểm	36-48	
giờ	sau	gây	nhiễm,	hai	chủng	VNUA.CDV.
NA04,	VNUA.CDV.NB05	phá	hủy	đạt	 gần	
80-85%	 số	 lượng	 tế	 bào	 trên	 môi	 trường	
nuôi	cấy	trong	khi	chủng	còn	lại	chỉ	phá	hủy	
65%.	Ở	thời	điểm	72-96	giờ	trên	môi	trường	
nuôi	cấy	không	quan	sát	được	bệnh	 tích	 tế	
bào	do	virus	gây	ra	bởi	vì	toàn	bộ	các	tế	bào	
đã	bị	phá	hủy	và	bong	tróc	khỏi	bề	mặt	chai	
nuôi	cấy.	Hình	ảnh	bệnh	tích	tế	bào	sau	khi	
gây	nhiễm	virus	trong	nghiên	cứu	này	tương	
tự	như	bệnh	 tích	 tế	bào	 sau	khi	gây	nhiễm	
virus	 đã	 được	mô	 tả	 trong	 các	 nghiên	 cứu	
trước	đây	(Fumio	Seki	et al.,	2003;	Nguyen	
Thi	 Lan	 et al.,	 2005).	 Kết	 quả	 này	 phù	

Bảng 3. Kết quả phân lập và khả năng gây bệnh tích tế bào

Chó Bệnh phẩm Chủng virus
Thời gian quan sát sau khi gây nhiễm (giờ)

6 12 24 36 48 60 72 96
C1 Ruột VNUA.CDV.HN11 - - 15** 25 65 80 100 B
C2 Phổi VNUA.CDV.NB05 - * 35 50 85 90 100 B
C3 Ruột VNUA.CDV.NA04 - * 30 45 80 95 100 B

Ghi chú: (-): chưa có bệnh tích tế bào (CPE - Cytopathologic Effects); (*): CPE dưới 5%; (**): biểu 
hiện % số lượng tế bào bị phá hủy so với tổng diện tích bề mặt nuôi cấy; (B): Tế bào bong tróc hoàn 
toàn khỏi bề mặt nuôi cấy

Hình 2. Chủng virus VNUA.CDV.NA04 trên dòng tế bào Vero-DST
A: Đối chứng tế bào thời điểm bắt đầu thí nghiệm (0 giờ), B: CPE sau 12 giờ gây nhiễm, 

C: CPE sau 48 giờ gây nhiễm, D: CPE sau 60 giờ gây nhiễm
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hợp	với	kết	quả	nghiên	cứu	 trước	đây	 trên	
hai	 chủng	 virus	 MD77	 và	 Onderstepoort	
(Nguyen	Thi	Lan	et al.,	2005)	về	thời	điểm	
xuất	hiện	và	diễn	biến	bệnh	tích	sau	khi	gây	
nhiễm	trên	môi	trường	tế	bào	Vero-DST.	Ở	
thời	điểm	72-96	giờ	sau	gây	nhiễm	thì	năm	
chủng	virus	nghiên	cứu	và	hai	chủng	virus	
MD77	 và	 Onderstepoort	 (Nguyen	 Thi	 Lan	
et al.,	2005)	đều	không	quan	sát	 thấy	bệnh	
tích	tế	bào	trên	môi	trường	nuôi	cấy.		

3.2. Hiệu giá virus

Để	xác	định	hiệu	giá	của	CDV,	nghiên	
cứu	tiến	hành	cấy	truyền	đời	virus	đến	đời	
thứ	5	để	virus	ổn	định,	thích	nghi	với	môi	
trường	 tế	 bào.	 Sau	 đó	 xác	 định	 hiệu	 giá	
virus	 của	 các	 chủng	CDV	phân	 lập	 ở	 đời	
thứ	5,	kết	quả	được	trình	bày	ở	bảng	4.

Kết	quả	nghiên	cứu	cho	thấy	tại	đời	thứ	5,	
tất	cả	các	chủng	CDV	phân	 lập	được	đều	có	
khả	năng	phát	triển,	nhân	lên	trên	môi	trường	
tế	bào	Vero-DST,	hiệu	giá	của	virus	thu	được	
dao	động	từ	5,56	x	106	–	6,67	x	106TCID50/ml.

3.3. Xác định đường cong sinh trưởng của 
chủng virus phân lập

Các	chủng	virus 	được	gây	nhiễm	lên	
tế 	 bào	 Vero-DST	 với 	 l iều	 MOI=0,01.	
Dịch	 virus 	 được	 thu	 theo	 các	 khoảng	
thời 	 gian	 khác	 nhau	 để	 xác	 định	 hiệu	
giá 	 virus 	 nhân	 lên. 	 Kết 	 quả	 chuẩn	 độ	
CDV	 ở	 các	 chủng	 virus 	 tạ i 	 các	 thời	
điểm	khác	nhau	cho	thấy	hiệu	giá 	virus	
tăng	 dần	 theo	 thời 	 gian	 và	 đạt 	 giá 	 t r ị	
cao	 nhất 	 sao	 48	 giờ	 gây	 nhiễm.	 Biểu	
đồ	biểu	diễn	sự	nhân	 lên	của	virus 	cho	
thấy	 sau	 6	 giờ	 gây	 nhiễm	 hàm	 lượng	
virus 	 (LogTCID50/ml) 	 của	 cả	 ba	 chủng	
bắt 	 đầu	 tăng	 và	 đạt 	 giá 	 t r ị 	 cao	 nhất 	 ở	
các	 chủng	 VNUA.CDV.HN11, 	 VNUA.
CDV.NB05, 	 VNUA.CDV.NA04	 lần	
lượt 	 là 	 104,5TCID50/ml , 	 105,16TCID50/
ml	và	105,5TCID50/ml . 	Hiệu	giá 	 virus 	ở	
các	 thời 	 điểm	gây	nhiễm	 t iếp	 theo	 cho	
thấy	 hiệu	 giá 	 virus 	 có	 xu	 hướng	 giảm.	
Đường	 cong	 s inh	 t rưởng	 cho	 thấy	 với	
l iều	 gây	 nhiễm	 MOI=0,01; 	 hiệu	 giá	
virus 	 đạt 	 giá 	 t r ị 	 cao	 nhất 	 sau	 48	 giờ	
gây	nhiễm.

Kết	quả	nghiên	cứu	tương	tự	kết	quả	của	
Nguyen	Thi	 Lan	 et al.	 (2005)	 khi	 xác	 định	
quy	luật	nhân	lên	của	hai	chủng	virus	MD77	
và	Onderstepoort.

Bảng 4. Kết quả hiệu giá virus ở đời thứ 5

STT Chủng Virus TCID50/ml
1 VNUA.CDV.HN11 6,26 x 106

2 VNUA.CDV.NB05 6,67 x 106

3 VNUA.CDV.NA04 5,56 x 106

Hình 3. Đường cong sinh trưởng của chủng virus CDV phân lập
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3.4. Kết quả so sánh trình tự amino acid 
phiên mã từ đoạn gen H của các mẫu virus 
Ca-rê nghiên cứu và chủng virus vacxin

Một	số	nghiên	cứu	đã	chỉ	ra	rằng	tính	kháng	
nguyên	và	đặc	 tính	 sinh	học	có	 liên	quan	đến	
sự	đa	dạng	gen	hay	protein	H	của	CDV,	do	vậy	
chúng	tôi	tiến	hành	giải	trình	tự	và	phân	tích	so	
sánh	sự	tương	đồng	nucleotide	của	đoạn	gen	H	
dài	1820	bp	giữa	các	chủng	phân	lập	virus	Ca-
rê,	và	các	chủng	tham	chiếu	đã	công	bố	tại	Việt	
Nam	và	trên	thế	giới,	và	các	chủng	virus	vacxin	
thương	mại	để	thấy	được	sự	khác	nhau	hay	sự	
biến	đổi	các	nucleotide.	Từ	đó	thiết	lập	cây	sinh	
học	phân	tử	giúp	cho	việc	lựa	chọn	các	chủng	
virus	 đại	 diện	 để	 nghiên	 cứu	 sự	 tương	 đồng	
kháng	 nguyên	 và	 lựa	 chọn	 chủng	 virus	 tiềm	
năng	 phục	 vụ	 nghiên	 cứu	 chế	 tạo	 chế	 phẩm,	
vacxin	phòng	bệnh	trên	chó.	

Kết	 quả	 giải	 trình	 tự	 nucleotide	 đoạn	 gen	
H	của	3	chủng	virus	CDV	và	so	sánh	sự	tương	
đồng	nucleotide	của	3	chủng	virus	CDV	này	với	
các	chủng	virus	tham	chiếu	trên	ngân	hàng	gen	
và	 các	 chủng	 vacxin	CDV	đạt	 tỷ	 lệ	 từ	 99,0%	
đến	99,13%.	

Kết	quả	đã	xây	dựng	1	cây	sinh	học	phân	tử 
của	đoạn	gen	H	của	các	chủng	CDV	lựa	chọn	
từ	trình	tự	nucleotide	của	đoạn	gen	H,	cho	thấy	
3	 chủng	virus	nghiên	cứu	đều	 thuộc	genotype	
Asia	1,	 trong	đó	3	chủng	nằm	ở	2	nhánh	phát	
sinh,	 chủng	 VNUA.CDV.NB05	 nằm	 ở	 nhánh	
có	mức	độ	tương	đồng	cao	và	có	mối	quan	hệ	
mật	thiết	với	các	chủng	đã	công	bố	tại	Việt	Nam	
(2013-2017)	 (hình	 4).	 Còn	 2	 chủng	 VNUA.
CDV.NA04	và	VNUA.CDV.HN11	nằm	ở	một	
nhánh	khác	và	có	mức	độ	tương	đồng	cao	với	
các	chủng	phân	lập	tại	Trung	Quốc.

Hình 4. Cây sinh học phân tử của đoạn gen H của các chủng CDV lựa chọn

Để	 làm	 rõ	 hơn	 sự	 biến	 đổi	 đặc	 tính	 kháng	
nguyên	 của	 3	 chủng	 virus	 CDV,	 tiến	 hành	

so	 sánh	 trình	 tự	 amino	 acid	 bằng	 phần	 mềm	
BioEdit,	kết	quả	được	trình	bày	ở	bảng	5.	
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Bảng 5. Kết quả so sánh các sự khác biệt chính về amino acid của các chủng CDV 
phân lập tại Việt Nam và chủng tham chiếu

STT Vị trí 
amino acid

Các chủng CDV phân lập, tham chiếu và chủng vacxin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 47 I I I I I I I I I I I I V V V V

2 50 L L L L L L L L L L L L M L L M

3 51 A T T A A A A A T T T A A A A A

4 58 V V I V V I V I I V V V V V V V

5 150 F F F F F F F F F F F F L F F L

6 157 V V V V V V V V V V V V I I I I

7 159 V V V V V V V V V V V V L I I L

8 160 K K K K K K K K K K K K R R R R

9 171 I I I I I I I I I I I I L L L L

10 177 G G G G G G G G G G G G R G G R

11 178 A A A A A A A A A A A A G G G G

12 198 V V V V V V V V V V V V F V V F

13 241 G G G G R G G G G G G G G R R G

14 245 S S S S S S S S S S S S T T T T

15 247 E K K E K K K K K K K K K E E K

16 262 D N N D D D D D N N N D D D D D

17 277 T T T T T T T T T T T T N N N N

18 313 D N N D D D D D N N N D D D D D

19 337 T I I T T T T T I I I I V V V V

20 344 R R R R R R R R R R R R K K K K

21 345 I V I I I I I I I I I I I I I I

22 358 I V V I I I I I V V V I I I I I

23 359 V V V V V V V V V V V V A A A A

24 365 V V V V V V V V V V V V A A A A

25 367 V V V V V V V V V V V V V A A V

26 376 N N N N N N N N N N N N N G G N

27 383 H Q Q H H H H H Q Q Q H Q Q Q Q

28 386 S S S S S S S S S S S S S T T S

29 401 G R G G G G G G G G G G G R R G

30 417 I V V I I I I I V V V I I V V I

31 446 D E E D D D D D E E E D D N N D

32 475 T T T T T T T T T T T T I L L I

33 497 S S S S S S S S S S S S F S S F

34 517 N N N N N N N N N N N N K S S N

35 530 G G G G G G G G G G G G D S S D

36 544 T T T T T T T T T T T T K T T K

37 547 Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y F Y Y F

38 549 Y Y Y Y Y Y Y Y Y H H Y Y H H Y

39 584 N N N N N N N N N N N N D D D D

40 587 N N N N N N N N N N N N D N N N

41 588 S S S S S S S S S S S S S S S F

Ghi chú: 1. VNUA.CDV.NB05, 2. VNUA.CDV.NA04, 3. VNUA.CDV.HN11, 4. LC159587.1 CDV/dog/HCM/33/140816 VN 2017, 5. 
LC159586.1 CDV/dog/HCM/38/140827 2014, 6. LC159585.1 CDV/dog/HCM/29/140127 2014, 7. LC159584.1 CDV/dog/HCM/24/140112 
VN 2014, 8. LC159583.1 CDV/dog/HCM/01/131018 2013, 9. MF926611.1 isolate BJ17F21 Dog China 2017 Asia I, 10. MH337872.1 
isolate SD16F Dog China 2016 Asia I, 11. KJ685550.1 isolate SD(14)2 Dog China 2014 Asia I, 12. KJ437595.1 isolate NJ(12)3 Dog 
China 2012 Asia I, 13. FJ461702.1 Vaccine Vanguard Plus - Pfizer, 14. FJ461710.1 Vaccine Virbac, 15. FJ461709.1 Vaccine Intervet, 16. 
EF095750.1 Vaccine strain Hungary.
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Trình	tự	amino	acid	mã	hóa	từ	đoạn	gen	H	
của	 3	 chủng	 CDV	 trong	 nghiên	 cứu	 có	 cùng	
kết	quả	là	607	amino	acid.	Kết	quả	so	sánh	cho	
thấy	giữa	trình	tự	amino	acid	của	3	chủng	CDV	
nghiên	cứu	và	13	chủng	 tham	chiếu	có	sự	đột	
biến	thay	thế,	thấy	có	41	vị	trí	sai	khác.	

Phân	tích	trình	tự	amino	acid	(607	aa)	protein	H	
của	3	chủng	phân	lập	VNUA.CDV.NB05,	VNUA.
CDV.NA04/,	VNUA.CDV.HN11	đều	cho	thấy	sự	
hiện	diện	của	8	thay	thế	khác	biệt	ở	các	vị	trí	47I	
(lle),	 160K	 (Lys),	 171L	 (Leu),	 178A	 (Ala),	 245S	
(Ser),	 277T	 (Thr),	 337I/T	 (lle	 /	Thr),	 359V	 (Val)	
được	xác	định	là	kiểu	gen	Asia-1	tương	tự	như	các	
chủng	Asia-1	tham	chiếu	(bảng	5).	Chúng	tôi	đã	tìm	
thấy	một	sự	thay	đổi	trong	đa	dạng	di	truyền	của	gen	
H	với	các	kiểu	thay	thế	ở	các	vị	trí	amino	acid	6	(D),	
22	(R),	49	(V),	51	(T),	58	(I),	68	(V),	191	(S),	235	
(M),	247	(E),	296	(G),	313	(N),	345	(V),	358	(V),	
384	(G),	401	(R),	417	(V),	442	(	G),	446	(E),	598	
(M)	trong	số	các	chủng	CDV	mới	phân	lập	so	với	
các	chủng	CDV	đã	công	bố	trước	đó	(2013-2017)	ở	
Việt	Nam.	Đáng	chú	ý,	VNUA.CDV.NA04	là	một	
biến	thể	di	truyền	mới	với	kiểu	thay	thế	duy	nhất	ở	
các	vị	trí	amino	acid	345V	(Val),	358V	(Val),	401R	
(Arg)	khác	với	các	chủng	CDV	được	báo	cáo	trước	
đây	ở	Việt	Nam	hoặc	các	chủng	Asia-1	tham	chiếu.	
Ngoài	ra,	trình	tự	amino	acid	của	các	chủng	CDV	
phân	lập	tại	Việt	Nam	trong	dòng	Asia-1	có	tổng	số	
41	vị	trí	amino	acid	sai	khác	so	với	trình	tự	nguyên	
mẫu	từ	các	chủng	vacxin	tham	chiếu	(bảng	5).

Nghiên	cứu	đánh	giá	trình	tự	amino	acid	(aa	
157-169	và	364	-	392)	bao	gồm	các	vị	trí	kháng	
nguyên	trung	hòa	chính	của	H	protein	của	CDV	
(Qiao	và	cs.,	2011;	Ke	và	cs.,	2015;	Eman	và	cs.,	
2018)	cho	 thấy	 trình	 tự	amino	acid	đại	diện	 từ	
các	chủng	CDV	phân	lập	tại	Việt	Nam	và	chủng	
tham	chiếu	Asia-1	phân	 lập	 tại	Trung	Quốc	 có	
sự	khác	biệt	rõ	rệt	với	8	sự	thay	thế	amino	acid	
so	với	các	chủng	vacxin	thương	mại	(FJ461702.1	
Vaccine	 Vanguard	 Plus	 -	 Pfizer;	 FJ461710.1	
Vaccine	 Virbac;	 FJ461709.1	 Vaccine	 Intervet;	
EF095750.1	 Vaccine	 strain	 Hungary)	 trong	
vùng	epitope	aa	157-169	và	aa	364	–	392	thuộc	
H	protein	(bảng	2).	Tất	cả	các	chủng	CDV	Việt	
Nam	đều	có	Val	(V),	Val	(V),	Lys	(K),	Val	(V),	
Val	(V),	Asn	(N),	His	(H)	/	Tyr	(Y),	Ser	(S)	khác	

biệt	lần	lượt	so	với	với	các	chủng	vacxin	thương	
mại	là	Ile	(I),	Leu	(L)	/	Ile	(I),	Arg	(R),	Ala	(A),	
Ala	(A)	/	Val	(V),	Gly	(G)	/	Asn	(N),	Gln	(Q)	và	
Thr	(T)	/	Ser	(S)	lần	lượt	ở	các	vị	trí	amino	acid	
157,	159,	160,	365,	367,	376,	383	và	386	(bảng	
5).	Sự	khác	biệt	và	sự	biến	đổi	của	các	epitope	aa	
157-169	và	aa	364	-	396	có	thể	liên	quan	đến	việc	
chó	vẫn	bị	nhiễm	bệnh	và	không	thể	bảo	vệ	được	
sau	 khi	 tiêm	 vacxin	 CDV	 thương	mại	 tại	Việt	
Nam	và	nhiều	ghi	nhận	tại	Nhật,	Trung	Quốc,	Mỹ	
(Iwatsuki	và	cs.,	2000;	Qiao	và	cs.,	2011;	Eman	
và	cs.,	2018).	Chó	được	tiêm	vacxin	đều	có	hiệu	
giá	kháng	thể	cao,	tuy	nhiên	hiệu	giá	kháng	thể	
trung	hoà	chéo	lại	rất	 thấp	đối	với	chủng	CDV	
độc	lực	gây	bệnh	ngoài	tự	nhiên	(Iwatsuki	và	cs.,	
2000;	Qiao	và	cs.,	2011;	Eman	và	cs.,	2018).	Qua	
đó	cho	thấy	sự	cần	thiết	phải	tiếp	tục	nghiên	cứu	
và	phát	 triển,	 cập	nhật	 loại	 vacxin	phòng	bệnh	
Ca-rê	phù	hợp	do	sự	khác	biệt	lớn	về	đặc	tính	di	
truyển	và	kháng	nguyên	giữa	chủng	virus	CDV	
đang	 lưu	 hành	 và	 các	 chủng	 vacxin	 hiện	 đang	
được	sử	dụng	ở	Việt	Nam	và	trên	thế	giới.

IV. KẾT LUẬN
Nghiên	 cứu	 đã	 phân	 lập	 và	 xác	 định	 được	

đặc	 tính	 sinh	học,	 sinh	học	phân	 tử	của	3	chủng	
virus	 VNUA.CDV.NA04,	 VNUA.CDV.NB05	 và	
VNUA.CDV.HN11	tại	Việt	Nam	trong	năm	2020.	
Các	 chủng	virus	nhân	 lên	nhanh	 chóng	 trên	môi	
trường	nuôi	cấy	tế	bào	Vero-DST	với	bệnh	tích	điển	
hình	thể	hợp	bào	(Syncytium)	với	hiệu	giá	virus	dao	
động	từ	5,56	x	106	-	6,67	x	106	TCID50/ml.	Virus	bắt	
đầu	nhân	lên	sau	6	giờ	gây	nhiễm	và	phá	hủy	tế	bào	
với	hiệu	giá	virus	cao	nhất	sau	48	giờ	gây	nhiễm.	
Nghiên	 cứu	 đã	 giải	 trình	 tự	 nucleotite	 và	 phân	
tích	di	truyền	của	đoạn	gen	H	của	3	chủng	Canine	
distemper	virus	VNUA.CDV.NA04,	VNUA.CDV.
NB05	và	VNUA.CDV.HN11	thuộc	genotype	Asia	
1,	nằm	cùng	trong	nhánh	phát	sinh	của	các	chủng	
tham	 chiếu	 được	 phân	 lập	 tại	 Việt	 Nam	 (2013-
2017)	và	Trung	Quốc.

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được thực hiện 
từ nguồn kinh phí của đề tài: “Nghiên cứu chế 
tạo kháng huyết thanh tối miễn dịch để điều trị 
bệnh Ca-rê do Canine	 distemper	 virus gây ra 
trên chóˮ, mã số đề tài: ĐTKHCN.WB.08/2020.
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