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TOM TAT

Bénh viém ruét tiéu chay trén ché do Canine Parvovirus type 2 (CPV-2) 1a mét bénh truyén nhiém cép tinh nguy
hiém. Trong nghién ctru nay 4 mau phan tiéu chay ctia ché mac bénh do Parvovirus da dwoc st dung dé giai trinh tw
gen doan gen VP2. Két qua giai trinh tw va phan tich trinh tw gen VP2 clia Parvovirus type 2 trong nghién clru nay
cho thdy mirc d6 twong ddng cao vé& nucleotide (nt) va axit amin (aa) khi so sanh véi cac chiing Parvovirus vacxin va
cac ching Parvovirus tham chiéu khac trén thé gidi, ty 1& twong déng trinh tw nt tlr 98,4-100% va aa tlr 97,7-100%.
Két qua phan tich cay pha hé cho thay cac ching Parvovirus type 2 trong nghién ctu nay thudc 2 ngudn gbc khac
nhau la t» méo va ché. Cu thé 3 ching Parvovirus type 2 ky hiéu VNUA-CP31, VNUA-CP32 va VNUA-CP35 nam
trén nhanh phét sinh cta cac ching Parvovirus gay bénh giam bach cdu & méo (FPV), cac ching nay gan gii v&i
cac chiing FPV & Trung Quéc. Chiing virus Parvovirus type 2 ky hiéu VNUA-CP17 ndm trén nhanh phat sinh clia cac
chang CPV va gan giii v&i cac chling Parvovirus vacxin cla Pfizer va ctia Han Quéc.

Tw khod: Bénh viém rudt tiéu chay, ché, Parvovirus, sinh hoc phan tt, cay pha hé.

Molecular Characterization of Canine Parvovirus Type 2 Isolated from Dogs in Hanoi
ABSTRACT

Canine Parvovirus type 2 (CPV-2) has caused a highly contagious and fatal disease characterized by vomiting
and hemorrhagic gastroenteritis in dogs of all age. In this study, four diarrheal stool samples collected from
Parvovirus-infected dogs were used for VP2 gene sequencing. The results of VP2 gene sequencing and analysis of
present CPV strains showed high nucleotide (nt) and amino acid (aa) identities when compared with those of other
reference worldwide strains, sharing 98.4-100% nt and 97.7-100% aa. The results of the phylogenetic tree showed
that the Parvovirus type 2 in this study was genetically classified into two distinct groups of Feline Panleukopenia
Virus (FPV) and CPV. Three strains VNUA-CP31, VNUA-CP32 and VNUA-CP35 belonged to the branch of FPV and
close to the FPV in China. Parvovirus type 2 VNUA-CP17 belongs to the branch of CPV and is close to Parvovirus
vaccines of the Pfizer and South Korea.

Keywords: Canine Parvovirus, dogs, molecular charaterization, phylogenetic tree.

protein khong cau tric (NS1 va NS2) va 2
protein cau tric (VP1 va VP2). Trong dé,
protein VP2 c6 vai trd chinh quyét dinh dic tinh
khang nguyén cua virus va dap tng mién dich

1. DAT VAN DE

Canine Parvovirus type 2 (CPV) nam trong
chi Parvovirus ciing véi virus gay giam bach cau

d méo (Feline Panleukopenia Virus-FPV), virus
gay viém rudt non & chon (Mink enteritis virus-
MEYV). CPV dudc phat hién vio nam 1978 6 Hoa
Ky (Appel et al., 1978).

CPV la nhiing virus nhd, khéng vo, sgi DNA
don c6 chiéu dai 5,2 kb. Hé gen ma hoa cho hai
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trén vat chtu (Chinchkar et al, 2006; Zhong et
al., 2014). Su thay d6i mot s6 axit amin trong
doan gen VP2, protein capsid chinh quyét dinh
dac tinh gidy bénh cta Parvovirus. Nhiing
nghién ctu vé Parvovirus tit ndm 1979 dén 1984
cho thay phan 16n ché nhiém hai chuing virus
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CPV-2a va CPV-2b. Hién tai, bién chung CPV-
2¢ luu hanh phé bién trén thé gisi cang nhu
Chau A (Mira et al., 2018) trong d6 c6 Viét Nam
(Nakamura et al, 2003). Ca 3 bién chung
Parvovirus hién nay déu c6 thé lay nhiém tit ché
sang méo (Decaro et al., 2011); tuy nhién chua
¢6 khing dinh cu thé nao vé lay nhidm virus
giam bach c4u tit méo sang ché.

Hién nay, nhiéu nudc trén thé giéi trong d6
¢6 Viét Nam da st dung vacxin dé phong bénh do
Parvovirus cho ché. Tuy nhién, bénh c6 thé gip &
nhiing ché chua tiém phong va ché da tiém
phong. Van dé dit ra 1a lidu c6 phai da xuit hién
nhiing su thay déi vé déc tinh di truyén caa cac
ching Parvovirus ¢ thuc dia so véi chiung
Parvovirus vacxin khién viéc st dung vacxin
phong bénh kém hiéu qua hay khéng?, hay 1a do
mot nguyén nhan khac?. Xuit phat ti yéu cau
thuc tién trén, ching t6i thuc hién nghién ctiu
lam rd cac dic tinh di truyén cua cac chung
Parvovirus tit ché mic bénh tai khu vuc Ha Noi,
so sanh trinh ty nucleotide (nt) va amino acid
(aa) véi cac dong Parvovirus da cong bd khac. Két
qué nghién ctu sé cung cidp thém thong tin vé
dic tinh sinh hoc phén ti cta chung Parvovirus
gy bénh cho ché tai dia diém nghién ctu, tit d6
gitp cho cac cd s6 chan doan va phong tri bénh
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do Parvovirus cho ché.

2. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. MAu bénh phim s& dung trong
nghién cttu

Trong nghién ctiu nay 4 mau phan tiéu
chay ctia ché méc bénh do Parvovirus type 2 da
duge st dung trong nghién ctu. Nhiitng mau
bénh phdm nay thu thap dudc ti mot s6 phong
kham ché méo tai khu vuc thanh phé Ha Noi
nam 2017. Théng tin chi tiét vé cac miu bénh
phdm st dung trong nghién ctu dude thé hién
trong bang 1.

2.2. Tach chié€t ADN tong sé

Tién hanh tach chiét ADN téng s6 theo
huéng dan cta bd Kit QIAamp (Qiagen, Dtc).
Cu thé cac bude tién hanh nhu sau: MAu phéan
duge hoa véi dung dich PBS 1X, ly tdm thu
phan dich néi, dem ly giai bing dung dich dém
ATL va Protein K. Cho dung dich tta bing
Ethanol qua cot loc, sau d6 ria cot loc hai 1an
bang bé dém ria AW1, AW2 dudc cung cdp kém
theo Kit, cudi cing ADN dudc thu bing 100 ul
nuéc tinh khiét (kém theo bo Kit). ADN dudgc
bao quan 6 -20°C cho dén khi phan tich.

Bang 1. Théng tin mAu bénh phim dudc st dung trong nghién citu

Tiém vacxin phong bénh Két qua test thir

Tén mau Loai Tubi chd Triéu chirng 1am sang do Parvovirus Parvovirus
VNUA-CP17 Cho 2 thang Noén mira va tiéu chay ba tiém phong Dwong tinh
VNUA-CP31 Ché 3 thang Noén mira va tiéu chay ba tiém phong Duwong tinh
VNUA-CP32 Cho 3 thang Non mira va tiéu chay Chuwa tiém phong Dwong tinh
VNUA-CP35 Ché 4 thang Noén mira va tiéu chay Chuwa tiém phong Dwong tinh

1755bp

Ghi chi: M: Marker; Giéng 1-4: C4c mAiu bénh pham tuong tng véi cdc chiing parvovirus
VNUA-CP17, VNUA-CP31, VNUA-CP32, va VNUA-CP35

Hinh 1. K&t qua chay dién di trén gel agarose dé kiém tra sin pham PCR
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2.3. Phan iing PCR

MAau ADN sau khi tach chiét sé dugc tién
hanh phan @ing PCR theo bd Kit Promega (M-
7122). Cap modi duge st dung trong nghién ciu
dé nhan doan gen VP2 bao gém mdi xudi
(Forward primer) ParvoVP2FL-F: 5'- CGG TGC
AGG ACA AGT AAA AA -3' va mdi ngudc
(Reverse primer) ParvoVP2FL-R: 5'- GGT GCT
AGT TGA TAT GTA ATA -3). Cp mdi nay do
nhém tac gia thiét k& dua trén trinh tu gen ctua
doan VP2 cua cac chung virus CPV type 2 tham
chiéu trén di liéu trén ngan hang gen thé giéi
(GenBank). Chu ki nhiét ctia phan ting PCR
nhu sau: 94°C - 5 phit, 35 chu ky (94°C - 1phiit,
50°C - 1 phut, 72°C - 1 phuat 30 gidy), 72°C - 10
phit va cudi ciing gitt san pham & 4°C.

24. Giai trinh ty gen va xay dung cay sinh
hoc phan tw

San phdm PCR dugc guii sang cong ty
Macrogen ctia Han Quéc dé tién hanh gidi trinh
tu gen. D@ liéu trinh tu gen thu dudc sé dugc
phan tich xit 1y bing phin mém Bioedit) va
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis version 7.0) (Kumar, 2016). Trén co sé
trinh tu doan gen VP2 cta cac chung Parvovirus
thu duge, xay dung cdy sinh hoc phan ti bang
phin mém MEGA, st dung phuong phap
Neighbor-Joining véi gia tri Bootstrap la 1.000
don vi. Cac chtng virus tham chiéu st dung dé
x4y dung cay sinh hoc phan ti dudc thu thap tw
dii lidu trén ngan hang gen thé giéi (GenBank).

3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Phan tich trinh tu nucleotide va axit
amin suy dién ctia gen VP2 ctia Parvovirus

Cac mau bénh pham st dung trong nghién
ctiu 1a cac mAu phan tiéu chay ctia ché méc
bénh do Parvovirus dugc thu thap tif mot sé
phong kham ché méo khu vic Ha Noi (Bang 1).
Két qua phan tng PCR st dung cip méi
ParvoVP2FL-F/ParvoVP2FL-R da thu dudc san
phdm PCR dic hiéu va c6 kich thuée khoang
1.755 bp, ding véi kich thuée theo thiét k& ban
dau cta cap mdi (Hinh 1). San pham PCR thu
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dudc da duge st dung truc tiép dé giai trinh tu
va phan tich trinh tu gen VP2.

T két qua gidi trinh tu gen, thu duge trinh
tu nt cia gen VP2 hoan chinh cta Parvovirus
v6i d6 dai 1.755 bp. Két qua phan tich trinh tu
gen VP2 hoan chinh cho thidy 4 chung
Parvovirus trong nghién cu nay c6é mic 4o
tuong dong vé nt va aa véi nhau la 98,2-100%.
Trong d6 3 chung Parvovirus VNUA-CP31,
VNUA-CP32 va VNUA-CP35 c6 mtic do tuong
dong vé nt va aa véi nhau 1a 100% (Bang 2).

Két qua phan tich vé trinh tu aa suy dién
cua doan gen VP2 cho thay chung VNUA-CP17
¢6 10 aa sai khéic so véi 3 chung Parvovirus
VNUA-CP31, VNUA-CP32 va VNUA-CP35.
Cac vi tri aa sai khac gom vi tri 44 (AoT), 80
RoK), 93 (NoK), 101 (16T), 103 (AoV), 232
(I<V), 323 (ND), 564 (S©N), 568 (GA) va
573 (F<>Y) (Hinh 2).

Dé so sanh vé mic do tuong ddéng vé trinh tu
nt va aa cua gen VP2 gitia cac chung Parvovirus
trong nghién ctiu nay véi cac chung Parvovirus
tham chiéu khac trén thé& giéi, 2 chung virus
vacxin la chung Pfizer/vaccine/06 cua MyF
(GenBank: EU914139) va ching CPVpf (vaccine)
ctia Han Quéc (GenBank: FJ197847) va 9 chiing
Parvovirus phan lap duge ti thuc dia khac cing
da dudc st dung, bao gom 2 chung 6 Han Qudc
(GenBank: HQ184203, KT899745); 1 chting & Bo
Dao Nha (GenBank: KU662349), 1 chung 6 My
(GenBank: MF069445), 1 Italy
(GenBank: EU498686), 1 chung ¢ Canada
(GenBank: EU498686) va con lai 3 chiing phan
lap 6 Trung Quéc (GenBank: KC713592,
GQ857600 va KJ194463).

ching ¢

Két qua phan tich so sanh vé trinh tu nt va
aa cua doan gen VP2 cua Parvovirus cho thay
04 chiing ctia Viét Nam c6 mic do tuong dong tix
97,7-99,8% khi so sanh véi 2 ching virus vacxin
Pfizer/vaccine/06 va CPVpf 6 trén. Trong dé,
ching Parvovirus VNUA-CP17 c6 ty 1é tuong
dong vé trinh tu nt va aa cao hon so véi 2 chung
virus vacxin, ty 1é tuong déng tir 99,7-99,8% nt
va 99,4-99,8% aa. Nguge lai 3 chung virus
VNUA-CP31, VNUA-CP32 va VNUA-CP35 c6
ty 1é tuong dong vé nt va aa thap hon lan luogt la
99,4-99,8% nt va 97,7-98,1% aa (Bang 2).
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Ghi chu: D4u () biéu thi trinh tu aa gidng vdi trinh tu aa cia chiing VNUA-CP17

Hinh 2. So sanh trinh ty aa cua gen VP2 giita cac chung Parvovirus
trong nghién citu nay véi nhau va véi cac chung Parvovirus tham chiéu khac
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Bang 2. Ty 1& (%) tuong dong vé trinh tu nt (dusi duong chéo) va aa (trén duong chéo) ciia gene VP2 ctia cac chung Parvovirus

trong nghién cttu nay véi nhau va véi cac chung Parvovirus tham chiéu khac

Tén ching ~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

VNUA-CP17 98,2 98,2 98,2 98,1 98,2 98,2 98,1 97,9 98,8 98,9 99,4 99,4 99,4 99,8
VNUA-CP31 98,6 \ 100 100 99.8 100 100 99,8 99,6 98,1 98,2 98,1 98,4 97,7 98,1
VNUA-CP32 98,6 100 \ 100 99.8 100 100 99.8 99,6 98,1 98,2 98,1 98,4 97,7 98,1
VNUA-CP35 98,6 100 100 \ 0.998 100 100 99.8 99,6 98,1 98.2 98,1 98,4 97,7 98,1
HQ184203/FPV-VP2/KS58/Korea/2008 98,5 99,3 99.3 99,3 \ 99.8 99,8 99.6 99,4 97,9 98,1 97,9 98,2 97,6 97,9
EU498686/FPV/189.03/Italy/2003 98,9 99,6 99.6 99.6 99.6 \ 100 99.8 99,6 98,1 98,2 98,1 98,4 97,7 98,1
MF069445/FPV/RC6/Canada/2015 98,7 99,3 99.3 99,3 99,3 99.6 \ 99.8 99,6 98,1 98,2 98,1 98,4 97,7 98,1
KT899745/MEV-LHV/Korea/2007 98,8 99.4 99.4 99,4 99,3 99.7 99,5 \ 99,8 98,1 98,2 97,9 98,2 97,6 97,9
KC713592/MEV.SD12.01/China/2014 98,8 99,4 99.4 99,4 99,3 99,7 99,5 99.8 \ 97,9 98,1 97,7 98,1 97,4 97,7
KU662349/CPV/W33.PT.96/Portugal/1996 99,4 98,6 98.6 98,6 98,6 99,0 98.8 98.9 98.90 \ 99,8 98,6 98,9 98,2 98,6
GQ857600/CPV/06-01/China/2006 99,3 98,5 98,5 98,5 98,5 98,9 98.6 98.9 98.80 99,7 \ 98,8 99,1 98,4 98,8
KJ194463/CPV/RDPV HeB10-3/China/2010 99,6 98,6 98,6 98,6 98,5 98,9 98,7 98,8 98,8 99,4 99,3 \ 99,3 99,1 99,3
M19296/CPV2/USA/1978 99,7 98,7 98,7 98,7 98,6 99,0 98,8 98,9 98,9 99,6 99,4 99,6 \ 98,9 99,3
EU914139/CPV/Pfizer/vaccine 99,7 98,4 98,4 98,4 98,4 98,8 98,5 98,6 98,6 99,3 99,2 99,4 99,6 \ 99,3
FJ197847/CPV/vaccine/Korea 99,8 98,6 98,6 98,6 98,5 98,9 98,7 98,8 98,8 99,4 99,3 99,6 99,7 99.70
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Feline panleukopenia
Virus

SE2008%orea

Mink enfeniis
wus

Canine
Darvovirus

Ghi chi: Nhiing chiing Parvovirus st dung trong nghién citu nay duogc danh dau hinh vuéng (M)

Hinh 3. Cay pha hé nguon géc phat sinh loai ciia Parvovirustype 2 dua trén doan gen VP2

Khi so sanh trinh tu doan gen VP2 ctua 3
chiing Parvovirus VNUA-CP31, VNUA-CP32 va
VNUA-CP35 véi 2 chiing virus gdy bénh giam
bach cau méo (Feline panleukopenia virus), bao
gdm 1 chung 6 Italia (GenBank: EU498686) va
1 ching 6 Canada (GenBank: MF069445) cho
thay mic d6 tuong dong 100% vé trinh tu aa.

3.2. Két qua xay dung cay sinh hoc phan tu

Két qua xay dung cAy pha hé dua trén trinh
tu nt cua gen VP2 cla cac chting Parvovirus cho
th4y 4 chung Parvovirus trong nghién ctu nay
thuoc 2 nhanh phat sinh khac nhau. Cu thé 3
chting Parvovirus VNUA-CP31, VNUA-CP32 va
VNUA-CP35 nam trén nhanh phat sinh cta cac
chting Parvovirus gay bénh cho méo va c6 méi
quan hé gan giii v6i cac chung Parvovirus phan

lap dugc trén méo 6 Trung Qudc nhu ching HT-
69 (GenBank: DQ474235), chung GT-3
(GenBank: DQ474237 va chung MEV-SD3
(GenBank: KY094114). Chung Parvovirus con
lai VNUA-CP17 nam trén cung nhanh phat
sinh véi cac chting Parvovirus gy bénh trén ché
va c6 moi quan hé gan giii véi cac chung virus
vacxin Pfizer/vaccine/06 ctia M§ (GenBank:
EU914139), chung CPVpf (vaccine) cua Han
Quoéc (GenBank: FJ197847) (Hinh 3).

Nhu vay, dua trén két qud mtic do tuong
dong nt, aa va két qua phan tich cay pha hé cho
thay da phat hién 03 ching Parvovirus (ky hiéu
VNUA-CP31, VNUA-CP32 va VNUA-CP35)
gdy bénh gidm bach cau & méo (Feline
Panleukopenia Virus-FPV) tit mau phéan ché c6
biéu hién bénh viém rudt tiéu chay.

105



Mot s déc tinh phan tir ciia Parvovirus type 2 & ché phan Iap tai thanh phd Ha Noi

3.3. Thao luan

Bénh viém rudt tiéu chay trén ché do
Parvovirus phan bd khip thé giéi va bénh
nghiém trong véi d6i tugng ché con. Parvovirus
c6 3 genotype (2a, 2b va 2¢) dugc phan biét dua
vao su khac nhau mot s6 aa trén trinh ty ctua
doan gen VP2 (Martella et al., 2006). Doan gen
VP2 ma hoa cho protein capsid ctia virus, d6 1a
protein c6 vai trd chinh trong ciu tric cua CPV2
va quyét dinh dén tinh gy bénh trén vat chu. Vi
vay, mét su thay d6i nhé thanh phan aa trong
VP2 sé anh hudng dén thay déi dic tinh gy
bénh cta Parvovirus (Lin et al, 2014). Vi vay,
nghién ctiu vé su thay d6i trén doan gen VP2 la
moi quan tam lén lién quan dén nghién ctu
vacxin va dic tinh di truyén caa Parvovirus.

Parvovirus c6 tinh da vat chd, c6 thé gay
bénh 6 ché, méo, chon..Parvovirus gy bénh
gidm bach cAu méo (FPV-Feline Panleukopenia
virus) duge phat hién tu trén 100 nam trudc va
dugc phan lap lan diu tién vao nam 1965
(Johnson et al., 1967). Sau d6, nam 1978 da
phat hién chting Canine Parvovirus-CPV gay
bénh cho ché va lan truyén rat nhanh trén
nhiéu quéc gia (Appel MJG et al., 1978). CPV c6
ngudn géc tit FPV bing cach thay déi ndm hodc
sau axit amin trong doan gen protein capsid
(Truyen et al., 1992). FPV c6 thé lién két vé6i thu
thé transferrin ctia ché va gay bénh cho ché néu
axit amin vi tri 93 va 323 & protein VP2 cua
FPV thay d6i giong nhu protein ctia CPV
(Hueffer K va cong su, 2003). Nhiing nghién ctu
trude day cho biét Parvovirus cé thé truyén lay
tt ché sang méo (Mochizuki et al., 1996; Jing et
al., 2015), tuy nhién nhiing nghién ctu chiing
minh giam bach cau lay ti méo sang ché con rat
han ché. Trong nghién c@tu nay, diéu thd vi la
dua vao cac vi tri thay d6i axit amin 80 (Lys),
93 (Lys), 103 (Val), 232 (Val) va 323 (Asp)
(Decaro et al., 2012) da phat hién 3 chung
Parvovirus VNUA-CP31, VNUA-CP32 va
VNUA-CP35 1a cac chung Parvovirus gay bénh
gidm bach cAu ¢ méo 6 cac mau phan thu thap
td ché mac bénh viém rudt tiéu chay do
Parvovirus. Phat hién thdy ching Parvovirus
gdy bénh giam bénh ciu 6 méo trén miu phan
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cta ché méc bénh Parvo trong nghién cttu nay
1a bing ching quan trong cho thay c6 thé da co
su lay truyén virus giam bach cau tit méo sang
ché. Két qua ctua nghién ctiu nay cho thiy rat
can trién khai cac nghién ctiu tiép theo vé co ché
truyén lay va vai trd cia FPV gay bénh & ché.

4. KET LUAN

Gen VP2 cua 4 chung Parvovirus VNUA-
CP17, VNUA-CP31, VNUA-CP32 va VNUA-
CP35 da dugc giai trinh ty va phan tich trinh tu
gen. K&t qué phan tich trinh ty nt va aa ciua gen
VP2 cho thay trong s6 4 chiung virus VNUA-
CP17, VNUA-CP31, VNUA-CP32 va VNUA-
CP35, chiing VNUA-CP17 c6 miic d6 tuong déng
cao hon khi so sanh véi 2 chung virus vacxin
Pfizer/vaccine/06 cua My (GenBank: EU914139)
va ching CPVpf (vacxin) cua Han Quéc
(GenBank: FJ197847), mtc d6 tuong dong tu
98,4-99,8% vé nt va 97,7-99,8% vé aa.

Két qua phan tich cay pha hé cho thiy 4
chtiing Parvovirus type 2 trong nghién ctiu nay
thudc 2 ngudn géc khac nhau 1a tit méo va ché.
Cu thé 3 chung Parvovirus type 2 ky hiéu
VNUA-CP31, VNUA-CP32 va VNUA-CP35
nam trén nhanh phat sinh cta cac ching
Parvovirus gy bénh giam bach cdu 6 méo
(FPV), trong khi chung VNUA-CP17 nam trén
nhanh phat sinh ctia cac chung Parvovirus gay
bénh trén ché (CPV).
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