SU KHAC NHAU VE KIEU HiNH HA CUA VIRUT CUM GIA CAM
DOC LUC CAO A/H5N1 GAY BENH CHO NGUOI TAI VIET NAM

TOM TAT

Virat cum gia cdm déc Iuc cao A/H5N1 Iuu hanh tai
Viét Nam dugc biéu hién da dang vé kiéu hinh HA lién
quan nhiéu dén dic tinh khang nguyén, trong do kiéu
hinh HA clade 1 va clade 2 dugc xac dinh gay bénh
cho ngudi va kiéu hinh HA clade 2 ciing da phét trién
thanh cac nhém khéc nhau trén co sd thay déi vé mot
s6 axit amin. Nghién cttu clia chung téi tim hiéu su
khéc biét cua kiéu hinh HA clade 1 va clade 2.3.4 tai
Viét Nam nhdm xac dinh cac dot bién chi diém lién
quan dén su thay déi kiu hinh HA. Két qué nghién ctru
da chi ra co su khac nhau trung binh 15,5 + 3,0 axit
amin (tudng déng 97% axit amin trong protein HA) cta
clade 1 va clade 2.3 luu hanh tai Viét Nam. Clade 2.3
(AVietnam/30850/2005) bj thiu axit amin Lysin (K) tai
vi tri 328 trong khu vurc phén tach protein HA va c6 16
axit amin thay déi trong céc vij tri tr 94 dén 326 trong
protein HA lién quan dén su phén chia kiéu hinh HA
clade 1 (AVietnam/1203/2004) v& clade 2.3
(ANVietnam/30850/2005).

Tir khoa: virat cam gia cam doc Iuc cao A/H5N1,
ki€u hinh HA, axit amin.

SUMMARY

The highly pathogenic avian influenza (HPAI)
A/H5N1 virus circulation in Vietnam is variant of clade
HA genes. There are two clade HA genes (clade 1 and
clade 2.3.4) were recognized as causing of human
disease. Among them, growing diversity of clade 2 HA
were classified base on mutation of amino acids. Our
study to understand differences of clade 1 and clade
2.3 HA genes due to determine signal mutations. Our
results showed that: median 15,5 + 3,0 amino acid
difference (approximate 97% homologous) between
clade 1 and clade 2.3 Clade 2.3
(ANVietnam/30850/2005) pose a lacking of Lysine (K)
at position 328 on HA cleavage site and differences of
16 amino acids among position 94 to 326 are related to
classify clade 1(A/Vietnam/1203/2004) and clade 2
(ANVietnam/30850/2005) HA genes.

Keywords: Highly pathogenic avian influenza
(HPAI) A/H5N1 virus, clade HA genes, amino acid.

DAT VAN BE

Virtt cim gia cam doc Iuc cao (HPAI) A/H5N1 xuét
hién va lan rong trong khu vuc Déng Nam Chéau a dén
khu vuc Trung &, Tay &, Trung Pong, Chau Au va
Chau Phi. Trudng hop nhiém virGt cum gia cam
A/H5N1 dau tién dugc ghi nhan tai Hong Kéng nam
1997 va da dugc ghi nhan la mét thc nhan méi gay
bénh cho ngudi. Cac nghién ctu vé di truyén hoc virat
cim A/H5N1 tai Hong Kéng nam 1997 cho thay virt
cUm nay c6 gen HA xuét phét tir géc la virt cim gia
cam tai Quéang Dédng, 1996
(A/Goose/Guangdong/1/96) va cac virat cam A/H5N1
c6 xudt phat diém la virat A/Goose/Guangdong/1/96
tiép tuc lan rong va luu hanh trong khu vuc Chau A [6].

LE QUYNH MAI - Vién Vé sinh Dich té Trung uong

Hién tugng trao déi va tich hop gitta cac virdt luu hanh
déng thai trong cling thdi diém da dua dén hién tugng
nhiéu kiéu gen (genotype) clia virit cam A/H5N1 dudc
phat hién khi giam sat virat hoc cac vu dich cum gia
cam. Tai Viét Nam, dich cim gia cdm lan dau tién
dugc xac dinh vao nam 2003 va nhiing trudng hop
ngudi nhiém cdm gia cAm A/H5N1 ciling dudc phat
hién vao thang 12 nam 2003. Trong qua trinh Iuu hanh
trén quan thé gia cdm cling nhu gay bénh cho nguai tir
nam 2003 dén nay, virat cum gia cam A/H5N1 cling da
dudc ghi nhan c6 9 genotype tuong dudng véi 6 kiéu
hinh HA (HA clade), trong d6 clade 1 va clade 2.3.4
dudc xac dinh gay bénh cho ngu’cjl tai Viét Nam [5]. Su
da dang vé kiéu hinh HA sé& anh hu’ong I6n dén hleu
qua phong va chéng bénh bang vaccine. Nghién ciiu
nay clia ching t6i véi muc dich so sanh su khac biét vé
axit amin trong protein HA, phat hién cac axit amin c6
kha nang thay ddi kiéu hinh HA va kha nang mién dich
chéo néu cb khi sir dung vaccine véi gen HA clade 1
hodc gen HA clade 2.3.4.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

- Vat liéu di truyén cla virat (ARN) dugc tach chiét
tir nudc ndi nudi cay té bao (Tissue Culture Fluid- TCF)
bang bd sinh phdm tach chiét ARN - QlAamp, Qiagen-
M. Quy trinh tach chiét thyc hién theo thudng quy cla
bd sinh pham.

- S dung méi U12 (5-AGCAAAAGCAGG-3) di
tong hop soi ADN bé trg (cDNA) tif ARN theo quy tr|nh
cta bo sinh phdm SuperScript™ Il reverse
transcriptase (Invitrogen).

- San pham cDNA thu dugc sé dugc s dung dé
khué&ch dai toan bd gen HA bang phuong phap PCR
chudn khi si dung bd sinh pham ProofStart DNA
Polymersase (Qiagen- My) vGi DNA polymerase va
cac cap méi dac hiéu cho méi phan doan gen cla virtt
cum A/HS5N1.

- San phdm PCR dugc tinh khiét bing bo sinh
phdm MinElute PCR Purification (Qiagen- My). Hén
hdp_sequencing bao gém BigDye@ 3.1, san phdm
PCR cung véi cac cdp moi thlch hop. Phan (ng
sequencing thuc hién trén may g|a| trinh tu ABI 3100
(ABI, Foster Clty, My) va dugc kiém tra tren ca 2 dau
3'va 5. Trinh tu chudi nucleotide dugc s3p xé&p va thu
thap bang phan mém SeqSpace 2.1 (ABI- My).

- Céac théng s6 tham khdo clia cac virdt dai dién
cho chiing chuan (prototype) dugc thu thap trén Ngan
hang dt liéu ADN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

- St dung phan mém MEGA 4 dé xac dinh s6 lugng
axit amin phan chia va tinh toan gia tri khac nhau trong
tling clade,subclade hoéc gilra cac clade, subclade [3].

- Phan (ng ngan ngung két héng cau (HAI) dudc st
dung dé danh gia dic tinh khang nguyén bang héng
cau ga tay.
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KET QUA NGHIEN cUU

Su khac nhau vé cac axit amin gitia HA clade 1 va
clade 2

Bang 1. Su khac nhau vé axit amin gilta cac virt
trong cuing clade hoac subclade

S6 axit amin khac nhau + Sd (X+Sd)
Clade 1 26+05
Clade 2 118+18
Subclade 2.1 49+13
Subclade 2.2 6,4+12
Subclade 2.3 74+15

Két qua bang 1 cho thay su khac nhau vé axit amin
clia cac virut trong clade 1 [a 2,6 £ 0,5 axit amin, trong
khi su khac nhau cla cac virdt cum trong clade 2 1a
11,8 + 1,8 axit amin va céac subclade 2.1, 2.2, 2.3 tU
49+ 1,3dén 7,4+ 1,5 axit amin.

Bang 2. Su khac nhau vé axit amin clia cac chling
vir(t gilta cac clade va subclade

S0 axit amin khac nhau +Sd (X+Sd)
Clade1 | Clade 2 21 22 23
Clade 1 -
Clade2 |137+25 -
Subclade 2.1 | 11,4 £ 21 - -
Subclade 2.2 | 154 £ 31 - 14,1+2,8 -
Subclade 2.3 | 155+ 3,0 - 13,9424 | 16,6432 | -

Két qua bang 2 cho thdy su khac nhau gilta cac
virat thuéc clade 1 va clade 2 nhin chung la 13,7 £ 2,5
axit amin, trong d6 clade 1 khac subclade 2.11a 11,4 +
2,1 axit amin, subclade 2.2 Ia 15,4 £ 3,1 axit amin va
subclade 2.3 1a 15,5 + 3,0 axit amin. Sy khac nhau
gitta subclade 2.1 va 2.2 dugc xac dinh la 14,1 + 2,8
axit amin va 13,9 + 2,4 axit amin véi subclade 2.3.
Tuong tu nhu vay subclade 2.2 dudc xac dinh khac
subclade 2.3 1a 16,6 £ 3,2 axit amin.

Bang 3. Cac axit amin khac biét gitia clade 1va
clade 2 trén gen HA (Vi tri axit amin danh s6 theo trinh

204 V200 |

213 L209

216 R212 K K K K

225 G221 R

237 E227 D D
255A | Y252 N

266 T263 A A A

272 L269 v v

285 M282 |

313 R310 K K

325 Q322 L

328 K328 Thiéu Thiu

Bang 3 cho thay c6 28 vi tri trén gen HA1 lién quan
dén su phan chia clade HA khi cac axit amin & doan
gen nay thay d&i va két qua clia su khac nhau nay la
su phan chia thanh cac clade hoac subclade. Virut
cum A/Vietnam/30850/2005 thuéc subclade 2.3 c6 16
axit amin thay d8i so v6i virit  cim
ANietnam/1203/2004 thudc clade 1 va thi€u mot axit
amin Lysin (K) tai vi tri 328 trong khu vuc phan tach
HA1 va HA2.

D&c tinh khang nguyén cla céac virlt clade 1 va
clade 2.

Bang 4. Két qud HAI danh gia dac tinh khang
nguyén cla virdt cim A/H5N1 gilia céc clade
Khang huyét thanh chuan *

UN || o5 | WsMG24 | dkHNT
Clade | 1203 4 5
AlVietnam/1203/04 1 160 | 20 5 160
Allndonesia/5/05 21 5 640 80 40

Alwhooper

swan/Mongolia/244/05 22 2 160 640 10

Alduck/Hunan/15/04 | 2.3 | 20 80 5 320

ANietnam/30850/05 | 2.3 5 80 5 40

*Cung cép bdi TCYTTG

Bang 4 cho thay hiéu gia khang thé giiia virat
thuéc clade 1 (A/Vietnam/1203/04) va subclade 2.3
(A/Vietnam/30850/05) khi tuong tac vGi khang huyét
thanh chudn thuéc clade 1 (A/Vietnam/1203/04)
tuong Ung la 160 don vi HAI va 5 don vi HAL. Nhu
vay, c6 su khac biét 6 bac trong dap Ung khang
nguyén - khang thé gita clade 1 va subclade 2.3 luu
hanh tai Viét Nam.

BAN LUAN

Virt cum gia cdm déc Iyc cao phan typ A/H5N1
van tiép tuc gay anh hudng |6n dén kinh t& va siic khde
cdng déng tai mét s6 nuGc Chau & va Chau Phi. Su
tién hoéa cla virut clng vdi cac virdt cdm theo mua
khéc luén Ia nhiing méi nguy co tiém tang cla dich
hodc dai dich cum trong tuong lai [1,2]. Tai Viét Nam,
sau gan 10 nam xuédt hién va gay dich, virdt rat cim
gia cAm A/H5N1 da trd thanh mét tac nhan nguy hiém
cho siic khde cong déng va mdi nguy cd lai cang tang
khi vaccine sit dung cho gia cdm dudng nhu chua dat
dugc hiéu quéd mong mudn. Nghién ciiu clia ching t6i
da chi rd, tuy chi c6 khoang 16 axit amin thay déi trén
protein HA (bang 3) da tao ra mét kiéu hinh clade HA
khac va tuong (ng véi su thay ddi nay la mot kiéu
khang nguyén mdi (iir clade 1 sang subclade 2.3). Két

Virdt (Khéng nguyén)

ty H3HA)
Vi tri
ax!t 1 2.1 29 2.3 2.3
amin
Virdt | AVietn | Alindon | A/Swan/M | A/Duck/ | A/Vietn
dai | am/120 | esia/5/0 | ongolia/24 | Hunan/1 | am/308
dién 3/04 5 4/05 5/04 50/05
80 171 L
91 A83 |
94 V86 T A A A
101 D94 S N N N
129 S124 D D D D
133A 1129 S S S S
142 Q138 L
144 K140 S R T
145 S141 P
158 N154 D
159 S155 N N N
160 T156 A A
166 R162 K
178 V174 |
185 P181 S
193 K189 R R
74
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qua phan tich tai bang 4 cho thay, virdt cim subclade
2.3 ¢c6 dap (ng mién dich rat thap (< 5 don vi HAI) khi
tuong tac véi khang thé chudn cla clade 1. Két qua
trén da cho thdy kha nang tai nhiém véi virit cim gia
cam vdi kiu hinh HA khéc 1 c6 thé va vaccine phong
chéng virdt cum gia cAm A/H5N1 hién van la thach
thdc 16n véi cac nudc ndng nghiép dang chiu tac dong
cla dich cum gia cdm nhu Viét Nam. K&t qué nghién
clu trén ciing cho thay vai trd quan trong clia ving
gen HA1 trong viéc tao ra su da dang clia kiéu hinh HA
trong virat cim gia cam A/H5N1, tuy chi ¢6 28 vi tri lién
quan dén su da dang kiéu hinh giita clade 1 va clade 2
HA, nhung su xuat hién thay d&i tai cac vi tri khac nhau
d& tao ra 6 kiéu hinh phu khac va phé bién hay gap
hién tai la cac subclade 2.1; 2.2 hoac 2.3. Nhiing su
tién héa gan day da cho thay nhiéu nhanh phu d& phét
trién tir nhimg kiéu hinh trén, dién hinh 1& subclade
2.3.4, hién dang luu hanh phé bién tai Viét Nam. Su
tién hoa la dac tinh quan trong cla virdt cim A trong
qua trinh duy tri ndi giéng. Tuy nhién véi sy da dang vé
vat chli cla virGt cam gia cam A/H5N1 va 6 chia tu
nhién 1a gia cAm, chim di cu, viéc giam sét su tién hoa
dé kiém soat su da dang vé kiéu hinh HA Ia rat can
thiét cho céng tac phong chéng dai dich cim trong
tuong lai [4].

KET LUAN

- Kiu hinh HA clade 1 va subclade 2.3 luu hanh
tai Viét Nam c6 su khéac biét trung binh 1a 15,5 + 3,0
axit amin;

- Kiéu hinh ching chuidn subclade 2.3
(AVietnam/30850/2005) thi€u axit amin Lysin (K) tai vi
tri 328 trong khu vuc phéan tach protein HA va c6 16

axit amin thay d8i trén protein HA lién quan dén su
phan chia kiéu hinh ching chudn HA clade 1
(ANVietnam/1203/2004) va subclade 2.3
(A/Vietnam/30850/2005).

- Hiéu gia dap (ing khang thé gitra virtt thudc clade
1 va subclade 2.3 khi tuong tac vGi khang huyét thanh
chudn thudc clade 1 1a c6 su khac biét.
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