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LỜI CAM ĐOAN 

Tôi xin cam đoan đây là công trình nghiên cứu của tôi và một số thành 

viên khác, các thành viên đều đã đồng ý cho tôi sử dụng các kết quả trong luận 

án này. Các kết quả nghiên cứu được trình bày trong luận án là trung thực, khách 

quan và chưa từng được sử dụng được bảo vệ ở bất kỳ học vị nào. 

Tôi xin cam đoan rằng mọi sự giúp đỡ cho việc thực hiện luận án đã được 

cám ơn, các thông tin trong luận án đều được chỉ rõ nguồn gốc. 

 

Hà Nội, ngày tháng năm 2026 

Tác giả 

 

 

 

Trần Anh Tuấn 
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LỜI CÁM ƠN 

Trong suốt quá trình thực hiện đề tài và hoàn thành bản luận án, tôi luôn 

nhận được sự giúp đỡ của nhiều tổ chức và cá nhân. Nhân dịp này tôi xin cám ơn 

Ban lãnh đạo VIỆN CHĂN NUÔI VÀ THÚ Y VIỆT NAM đã tạo điều kiện cho 

tôi được theo học chương trình đào tạo nghiên cứu sinh tại Viện. 

Tôi xin chân thành cám ơn Ban lãnh đạo Cục Chăn nuôi và Thú y cùng 

tập thể cán bộ Chi cục Chăn nuôi và Thú y vùng III đã tạo điều kiện thuận lợi và 

giúp đỡ cho tôi hoàn thành nghiên cứu của mình. 

Tôi xin cảm ơn đề tài độc lập cấp nhà nước “Nghiên cứu đặc điểm sinh 

học và sinh học phân tử của các chủng vi rút gây bệnh Viêm da nổi cục đang 

lưu hành tại Việt Nam” đã cung cấp kinh phí cho tôi thực hiện nghiên cứu và 

sử dụng số liệu để hoàn thành luận án này. 

Tôi xin cảm ơn tập thể Bộ môn Hóa sinh Miễn dịch cùng các đồng nghiệp 

tại VIỆN CHĂN NUÔI VÀ THÚ Y VIỆT NAM đã tạo điều kiện, hỗ trợ, giúp 

đỡ cho tôi trong suốt quá trình thực hiện nghiên cứu. 

Tôi xin bày tỏ lòng biết ơn sâu sắc đến thầy, cô hướng dẫn khoa học đã 

giúp đỡ tôi trong quá trình thực hiện đề tài và hoàn thành luận án. 

Tôi luôn biết ơn gia đình, bạn bè và đồng nghiệp đã luôn bên cạnh, động 

viên và giúp đỡ tôi hoàn thành nghiên cứu và luận án. 

Hà Nội, ngày   tháng   năm 2026 

Tác giả 

 

 

 

Trần Anh Tuấn 
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và phân tích di truyền; (iv) Nuôi cấy tế bào và phân lập vi rút; (v) Định lượng và 

xác định đặc tính sinh học của vi rút (In-vitro); (vi) Xét nghiệm miễn dịch học 

và huyết thanh học; (vii) Gây nhiễm trên động vật (In-vivo); (viii) Đánh giá đáp 

ứng miễn dịch của vật chủ; (ix) Đánh giá hiệu quả chất sát trùng; (x) Phân tích 

dữ liệu và thống kê. 
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bệnh phẩm) tại vùng Bắc Trung Bộ bằng phương pháp real-time PCR theo tiêu 

chuẩn WOAH. 
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Đặc điểm trình tự và phân nhóm phylogentic: Gen p32 đồng nhất 100% 

giữa các chủng khu vực Bắc Trung Bộ và rất giống với chủng khác đã báo cáo ở 

Việt Nam và Trung Quốc. Phân tích gen GPCR cho thấy các chủng thực địa 

thuộc Cluster 2.5 (tái tổ hợp) cùng nhóm với chủng tại Trung Quốc, Hồng Kông. 

Phân tích gen RPO30 xếp các chủng Việt Nam vào Subgroup III, cùng nhóm với 

chủng vi rút gây bệnh ở Trung Quốc. Ba chủng vi rút phân lập (NA06, HT18, 

QB09) có độ tương đồng 99.6–99.8% với các chủng vi rút tại Trung Quốc như 

LSDV/China/GD01/2019 và XJ201901. 

Nuôi cấy và đánh giá độc lực in vitro đã phân lập thành công 10 chủng 

trên tế bào MDBK, với hiệu giá vi rút dao động từ 6.3-7.1 log10 TCID50/ml. Tốc 

độ vi rút nhân lên trên tế bào MDBK ở liều 0.01 MOI là cao nhất, vi rút đạt nồng 

độ cao nhất sau ~120 giờ trên tế bào MDBK. Cả ba chủng QB09, HT18, NA06 

đều cho thấy sự ổn định về di truyền, không thay đổi trình tự nucleotide sau 10, 

20 và 30 đời nuôi cấy. 

Nghiên cứu in vivo: Gây nhiễm thành công chủng NA06 trên bò. Khi gây 

nhiễm với liều 2×107 TCID50/ml, vi rút xuất hiện trong máu sau 3 ngày. Với liều 

2×106–2×106,5 TCID50/ml, vi rút xuất hiện từ sau 5-7 gây nhiễm, sau đó tăng lên 

và đạt đỉnh ở ngày 11-14 sau gây nhiễm. Bò thí nghiệm bắt đầu đào thải vi rút 

qua dịch tiết hầu họng, miệng, mũi sau 5-7 ngày, kéo dài đến ít nhất ngày thứ 21. 

Nốt sần là nơi tập trung lượng vi rút cao nhất. 

Bò được tiêm vi rút LSD (bất hoạt bằng BEI 10mM trong 24h) đạt tỉ lệ 

bảo hộ 100% sau 28 ngày. Đáp ứng cytokine, quan sát thay đổi nồng độ các 

cytokine tiền viêm (IFN-γ, IL-1α, TNF-α) và kháng viêm (IL-6, IL-10, TGF-β1) 

trong máu và tế bào, phản ánh cơ chế miễn dịch chống vi rút. 

Các hóa chất sát khuẩn theo khuyến cáo của WOAH, như SDS 0.8%, 

Iodine 3%, formalin 1%, chloroform 5%, ether 20%, phenol 2%, NaOH 3%, 

NH₄ 0.5% và Virkon 2% (30 - 60 phút) có thể tiêu diệt và ức chế vi rút LSD phân 

lập tại Việt Nam. 

Kết luận: 

Nghiên cứu đã xác định được ba chủng vi rút LSD tại Bắc Trung Bộ gồm 

NA06, HT18 và QB09. Các chủng này có đặc tính phân tử đồng nhất, ổn định và 
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có khả năng gây bệnh tích trên tế bàodòng MBDK và trên bò thí nghiệm. Bò 

được tiêm vi rút LSD bất hoạt (BEI 10 mM/24 h) tạo kháng thể bảo vệ sau 28 

ngày. Các hoá chất sát trùng theo khuyến cáo của WOAH cho thấy hiệu quả kiểm 

soát đáng tin cậy. 

Đề nghị mở rộng giám sát phân tử và sinh học của VDNC tại các vùng 

khác. Đồng thời, cần thúc đẩy nghiên cứu sâu về đáp ứng miễn dịch và phát triển 

vắc xin vô hoạt để sớm có sản phẩm thương mại nội địa, an toàn góp phần chủ 

động phòng, chống dịch trong tương lai. 

 

Người hướng dẫn khoa học Nghiên cứu sinh 

 

 

 

 

TS. Đặng Vũ Hoàng  TS. Trần Thị Thanh Hà Trần Anh Tuấn 
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THESIS ABSTRACT 

 

1. Summary 

Full name of PhD candidate: Tran Anh Tuan 

Title of thesis: “Biological and molecular characterization of Lumpy Skin 

Disease virus strains in cattle and buffaloes circulating in the North Central 

region, Vietnam”. 

Major: Veterinary Parasitology and Microbiological Sciences 

Code number: 9640104 

Supervisors:  1. Dang Vu Hoang, PhD 

2. Tran Thi Thanh Ha, PhD 

Educational Institution: National Institute of Veterinary Research 

2. Objective and research subject 

Objective 

To characterize the biological and molecular properties of Lumpy skin disease 

virus strains circulating in six provinces of Vietnam's North Central region. 

Research Subject: 

LSDV strains circulating in the North Central region of Vietnam. 

3. Method 

Research methods used in this study include: (i) Sample collection and 

processing; (ii) Molecular diagnostics; (iii) Sequencing and gentic analysis; (iv) 

Cell culture and vi rút isolation; (v) Vi rút quantification and biological 

characterization (In-vitro); (vi) Immunological and serological assays; (vii) 

Animal infection (In-vivo); (viii) Assessment of host immune response; (ix) 

Disinfectant efficacy evaluation; (x) Data analysis and statistics 

4. Main Result and Conclusion 

Main result: 

All 200 clinical samples collected from six provinces in the North Central 

region tested positive for LSDV using real-time PCR, in accordance with WOAH 

guidelines. 
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Genomic and phylogenetic characterization: The p32 gene showed 100% 

identity among all regional strains, closely resembling those previously reported 

in Vietnam and China. GPCR gene analysis placed the strains in Cluster 2.5 

(recombinant), aligning with strains from China and Hong Kong. RPO30 gene 

analysis grouped the Vietnamese isolates into Subgroup III, consistent with 

pathogenic Chinese strains. Three isolates (NA06, HT18, QB09) exhibited 99.6–

99.8% sequence homology with Chinese reference strains such as 

LSDV/China/GD01/2019 and XJ201901. 

Virus isolation and in vitro virulence: 10 LSDV strains were successfully 

isolated using MDBK cell cultures. These strains demonstrated moderate to high 

virulence, with titers ranging from 6.3 to 7.1 log10 TCID50/ml. Virulence levels 

were consistent across provinces within the same ecological zone. At a 

multiplicity of infection (MOI) of 0.01, LSDV is the highest, reached peak titers 

on MDBK cells after approximately 120 hours. The nucleotide sequences of 

isolates QB09, HT18, and NA06 remained unchanged after 10, 20, and 30 serial 

passages, confirming their genetic stability—an essential trait for vaccine 

development. 

In vivo infection studies: Cattle inoculated with the NA06 strain at a dose 

of 2×107 TCID50/ml exhibited viremia within 3 days. Lower doses (2×106–

2×106,5 TCID50/ml) resulted in viremia between days 5 and 7, peaking on days 

11–14. Virus shedding occurred via nasopharyngeal, oral, and nasal secretions 

from days 5–7 and persisted until at least day 21. The highest viral concentrations 

were found in skin nodules. 

Cattle innoculated with inactivated LSDV (BEI 10 mM/24 h) achieved 

100% protection 28 days post-innoculation. Significant changes were observed 

in the levels of key cytokines, including pro-inflammatory markers (IFN-γ, IL-

1α, TNF-α) and anti-inflammatory markers (IL-6, IL-10, TGF-β1), in both blood 

and cell cultures. These findings provide insights into the host immune response 

to LSDV infection. 
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According to WOAH recommendations, disinfectants including 0.8% 

SDS, 3% iodine, 1% formalin, 5% chloroform, 20% ether, 2% phenol, 3% 

NaOH, 0.5% ammonium hydroxide, and 2% Virkon were effective in 

inactivating and inhibiting Vietnamese LSDV isolates after 30–60 minutes of 

exposure 

Conclusion: 

The study successfully identified three LSDV strains NA06, HT18, and 

QB09 in the North Central region of Vietnam. These strains exhibit molecular 

homogeneity, genetic stability, and high virulence both in vitro and in vivo. 

Cattle inoculated with the inactivated LSD virus (BEI 10 mM/24 h) developed 

protective antibodies after 28 days. Disinfectants recommended by WOAH 

demonstrated reliable effectiveness in controlling the virus. 

It is recommended to expand molecular and biological surveillance of 

LSDV to other regions and to promote further research on immune responses and 

the development of attenuated vaccines. These efforts will support the timely 

availability of domestic commercial products and enhance proactive epidemic 

prevention and control. 

Supervisor PhD candidate 

 

 

 

 

Dang Vu Hoang, PhD  Tran Thi Thanh Ha, PhD Tran Anh Tuan 
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NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

 

- Đã đăng ký trình tự đầy đủ gen của 03 chủng vi rút NA06, HT18 và 

QB09 đã được đăng tải trên ngân hàng dữ liệu genebank thế giới với mã số đăng 

ký là từ PQ859562-PQ859564. 

- Đặc điểm trình tự và phân nhóm phylogenetic: Gene p32 đồng nhất 

100% giữa các chủng khu vực Bắc Trung bộ và rất giống với chủng đã báo cáo 

ở Việt Nam và Trung Quốc. Phân tích GPCR cho thấy các chủng địa phương 

thuộc Cluster 2.5 (tái tổ hợp) cùng nhóm với chủng tại Trung Quốc, Hồng Kông. 

Phân tích RPO30 xếp các chủng Việt Nam vào Subgroup III, cùng nhóm với 

chủng gây bệnh ở Trung Quốc. Ba chủng phân lập (NA06, HT18, QB09) có độ 

tương đồng 99.6–99.8% với các chủng Trung Quốc như LSDV/China/GD01/2019 

và XJ201901. 

- Nuôi cấy và độc lực in vitro Đã phân lập thành công 10 chủng trên tế 

bào MDBK, với độc lực dao động 6.3–7.1 log₁₀ TCID₅₀/ml (cấp độ vừa–cao). 

- Tốc độ nhân lên ở môi trường 0.01 MOI, vi rút đạt nồng độ cao nhất sau 

~120 giờ trên tế bào MDBK. Ổn định di truyền của 03 chủng QB09, HT18, NA06 

duy trì không thay đổi về trình tự nucleotide sau 10, 20 và 30 đời cấy và cơ sở 

quan trọng cho phát triển vaccine nhược độc hoặc bất hoạt. 

- Nghiên cứu in vivo gây nhiễm thành công chủng NA06 trên bò: Liều 

2×10⁷ TCID₅₀/ml, xuất hiện vi rút trong máu sau 3 ngày. Liều 2×10⁶–2×10⁶.5 

TCID₅₀/ml, xuất hiện vi rút từ ngày 5–7, tăng đỉnh ngày 11–14. Bò thí nghiệm 

bắt đầu đào thải vi rút qua dịch tiết hầu họng, miệng, mũi sau 5–7 ngày, kéo dài 

đến ít nhất ngày 21. Nốt sần là nơi tập trung nồng độ vi rút cao nhất. 

- Chủng vi rút VDNC NA06 bất hoạt (BEI 10 mM/24 h) đạt tỉ lệ bảo hộ 

100% sau 28 ngày, thể hiện qua kháng thể đặc hiệu. Đáp ứng cytokine, quan sát 

thay đổi nồng độ các cytokine tiền viêm (IFN γ, IL 1α, TNF α) và kháng viêm 

(IL 6, IL 10, TGF β1) trong máu và tế bào, phản ánh cơ chế miễn dịch chống vi rút. 

- Tác dụng của hóa chất sát khuẩn Theo khuyến cáo WOAH, các hóa chất 

như SDS 0.8%, Iodine 3%, formalin 1%, chloroform 5%, ether 20%, phenol 2%, 

NaOH 3%, NH₄ 0.5% và Virkon 2% (30–60 phút) có thể tiêu diệt và ức chế vi rút 

VDNC phân lập tại Việt Nam. 
 Người hướng dẫn khoa học Nghiên cứu sinh 

 
TS. Đặng Vũ Hoàng TS. Trần Thị Thanh Hà 

 

Trần Anh Tuấn 
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PHẦN 1. MỞ ĐẦU 

1.1. Tính cấp thiết của đề tài 

Trong những năm gần đây, sự xuất hiện ngày càng nhiều các bệnh mới nổi 

và tái nổi lây truyền qua biên giới đã trở thành mối lo ngại lớn đối với sức khỏe 

vật nuôi và gây thiệt hại kinh tế toàn cầu. Một trong những bệnh nguy hiểm đối 

với động vật nhai lại như trâu, bò là bệnh Viêm da nổi cục (VDNC). Tổ chức Thú 

y Thế giới (WOAH) đã liệt kê VDNC vào danh mục các bệnh bắt buộc công bố 

dịch, xác định đây là bệnh truyền nhiễm do vi rút LSD (Lumpy skin disease) thuộc 

họ Poxviridae, chi Capripoxvirus gây ra. Mặc dù không gây bệnh cho người, 

VDNC gây thiệt hại nghiêm trọng cho ngành chăn nuôi do giảm năng suất, khả 

năng sinh sản, gây sảy thai, tổn thương da, và hạn chế vận chuyển, thương mại 

(Das và cs, 2021; Tadesse Degu và Fesseha, 2020; Clemmons và cs, 2021). 

Bệnh được ghi nhận lần đầu tại Zambia (1929), sau đó lan rộng khắp châu 

Phi, Trung Đông, Đông Âu, và châu Á. Tại Việt Nam, VDNC xuất hiện từ tháng 

10/2020 và đến tháng 6/2025 đã gây ảnh hưởng tại 55 tỉnh, thành phố với hơn 

212.000 ca mắc. Đặc biệt, vùng Bắc Trung Bộ chịu thiệt hại nặng nề, chiếm khoảng 

30% tổng số ca mắc cả nước (Mathijs và cs, 2021; Tran và cs, 2021a; Cục Thú y, 

2025). Bệnh VDNC được đặc trưng bởi tỷ lệ mắc bệnh cao lên tới 90% và tỷ lệ 

chết thường nhỏ hơn 10% tùy thuộc vào phản ứng miễn dịch của vật chủ. Bệnh 

VDNC lây truyền trực tiếp qua tinh dịch (giao phối tự nhiên hoặc thụ tinh nhân 

tạo) (EFSA, 2015); lây truyền gián tiếp qua tiếp xúc gần gũi với động vật bị nhiễm 

bệnh hoặc dùng chung máng thức ăn và nước uống bị ô nhiễm (Moudgil và cs, 

2023); lây truyền cơ học qua ruồi, muỗi đốt, ve, mòng (Mulatu và Feyisa, 2018). 

Vi rút LSD vốn có tốc độ tiến hóa chậm, bộ gen được bảo tồn cao và chỉ 

xuất hiện biến đổi đáng kể ở các gen liên quan đến khả năng trốn tránh miễn dịch. 

Tuy nhiên, sự lây lan nhanh chóng của VDNC trên toàn cầu cũng như tại Việt Nam 

gần đây đặt ra nhiều vấn đề nghiên cứu, bao gồm: liệu sự gia tăng đột biến trong 

bộ gen có dẫn đến sự xuất hiện và lưu hành đồng thời của nhiều biến thể hay không; 

các đặc tính sinh học như khả năng thích nghi, nhân lên trên tế bào dòng và tính 

sinh miễn dịch của các chủng VDNC tại Việt Nam có điểm gì tương đồng hoặc 
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khác biệt so với các chủng đang lưu hành trên thế giới; và nếu có sự biến đổi trong 

bộ gen, thì khả năng kích thích sinh miễn dịch cũng như sự mẫn cảm của vi rút có 

thay đổi so với các chủng trước đây hay không. 

Trước thực trạng đó, đề tài “Nghiên cứu một số đặc tính sinh học và sinh 

học phân tử của các chủng vi rút gây bệnh Viêm da nổi cục trên trâu, bò lưu 

hành tại vùng Bắc Trung Bộ, Việt Nam” được thực hiện nhằm cung cấp cơ sở 

khoa học cho công tác phòng, chống dịch bệnh hiệu quả. 

1.2. Mục tiêu nghiên cứu của đề tài 

Nghiên cứu đặc điểm sinh học và sinh học phân tử của các chủng vi rút gây 

viêm da nổi cục đã và đang lưu hành tại 6 tỉnh Bắc Trung Bộ của Việt Nam. 

1.3. Ý nghĩa khoa học của đề tài 

Các kết quả nghiên cứu sẽ là cơ sở khoa học cho việc nghiên cứu phát triển 

phương pháp chẩn đoán nhanh chính xác, sản xuất vắc xin chủng vi rút phân lập ở 

nội địa, và là nguồn tư liệu sử dụng trong công tác giảng dạy. 

1.4. Ý nghĩa thực tiễn của đề tài 

- Nghiên cứu về đặc điểm sinh học phân tử có ý nghĩa quan trọng trong định 

hướng sử dụng vắc xin phòng bệnh VDNC 

- Nghiên cứu về sự mẫn cảm của vi rút LSD đối với các loại chất sát trùng 

thông thường có ý nghĩa quan trọng trong định hướng sử dụng các chất sát trùng 

phù hợp với chủng vi rút lưu hành tại thực địa 

1.5. Những đóng góp mới của đề tài 

 - Cung cấp bộ dữ liệu khoa học có hệ thống về đặc điểm sinh học và sinh 

học phân tử của vi rút gây bệnh viêm da nổi cục lưu hành tại khu vực Bắc Trung 

Bộ, Việt Nam; trong đó làm rõ khả năng thích nghi, nhân lên trên dòng tế bào 

MDBK, đặc điểm gây bệnh, tính sinh miễn dịch và mức độ mẫn cảm với một số 

chất sát trùng thông dụng. 

- Cung cấp dữ liệu hệ gen của các chủng vi rút LSD lưu hành tại khu vực 

nghiên cứu, thông qua phân tích trình tự các gen đặc trưng (p32, RPO30, GPCR) 

và trình tự toàn bộ bộ gen, qua đó làm rõ mối quan hệ phả hệ và mức độ tương 

đồng di truyền với các chủng trong nước và trên thế giới. 

- Đây là những dữ liệu có ý nghĩa khoa học và thực tiễn, là cơ sở cho nghiên 
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cứu ứng dụng dựa trên gen trong chẩn đoán, giám sát dịch bệnh và phát triển vắc 

xin phòng bệnh phù hợp, hiệu quả; đồng thời cung cấp tư liệu phục vụ đào tạo và 

nghiên cứu trong lĩnh vực thú y. 
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PHẦN 2. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

2.1. Lịch sử và tình hình bệnh Viêm da nổi cục 

2.1.1. Lịch sử và tình hình bệnh Viêm da nổi cục trên thế giới 

Bệnh VDNC lần đầu tiên được báo cáo vào năm 1929 tại phía Bắc 

Rhodesia, Zambia. Thời gian sau đó có những đợt bùng phát đặc biệt nghiêm trọng 

được ghi nhận vào các năm 1953, 1954, 1957 và 1962. Năm 1957 tại Nam Phi, vi 

rút LSD được xác nhận gây bệnh bằng việc xác định poxvi rút và chủng Neethling 

của loại vi rút này được phân lập từ tỉnh Western Cape của Nam Phi và đã trở thành 

chủng điển hình cho đến nay. Sau khoảng cách 14 năm, Sudan đã báo cáo sự bùng 

nổ của bệnh VDNC vào năm 1971, ở Nigeria vào năm 1974 (Wolff và cs, 2022b). 

Bệnh lần đầu tiên được phát hiện ở Ethiopia vào năm 1983 và lan rộng ra hầu hết 

các vùng trong cả nước (Gumbe, 2018). Ngoài ra, một số các ổ dịch nhỏ lẻ cũng 

được báo cáo ở Tanzania, Kenya, Zimbabwe, Somalia và Cameroon và sự tái xuất 

hiện các ổ dịch bệnh mang tính chất địa phương tại các quốc gia châu Phi đã được 

ghi nhận trong giai đoạn nửa sau của thế kỷ 20 (Roche và cs, 2021). 

Báo cáo dịch bệnh đầu tiên ngoài khu vực các nước châu Phi cận Sahara là 

tại Ai cập vào năm 1988, tiếp đó là Israel vào năm 1989. Kuwait (1991), Lebanon 

và Bahrain (1993), Yemen (1995), Các Tiểu vương quốc Ả Rập thống nhất (2000) 

và Iraq năm 2013 (Rouby và cs, 2021). 

Bệnh VDNC được báo cáo ở châu Âu vào năm 2013 với các ổ dịch xảy ra 

tại Thổ Nhĩ Kỳ. Nguyên nhân xảy ra dịch được cho là đến từ các nước láng giềng 

ở Trung Đông. Sau đó, dịch bệnh nhanh chóng lan rộng trên các vùng chăn nuôi 

của đất nước này và lây sang các nước Liên minh Châu Âu bao gồm Hy Lạp và 

Anbani vào năm 2015 (Tuppurainen và Oura, 2012). Cũng vào thời điểm đó, bệnh 

VDNC đã được báo cáo tại các nước Balkan và Nga. Tuy nhiên, đợt bùng phát lớn 

chỉ được ghi nhận ở Nga và một số quốc gia ở châu Âu vào năm 2017 nơi dịch 

bệnh hầu như được kiểm soát thành công bằng tiêm chủng hàng loạt. Sau đó, dịch 

lan đến các quốc gia châu Âu khác bao gồm Bulgaria, Macedonia, Serbia, Kosovo. 

Sự lây lan của dịch bệnh được cho là do di chuyển tự do giữa các nước láng giềng 
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và đặt các quốc gia chưa từng có dịch vào nhóm nguy cơ cao (Mercier và cs, 2018; 

Mulatu và Feyisa, 2018a). 

 

Hình 2.1. Bản đồ lịch sử và sự lây lan của bệnh VDNC trên thế giới 

(Nguồn: WOAH, 2021c) 

Sự bùng phát bệnh VDNC ở châu Á được ghi nhận ở Trung Quốc vào năm 

2019 khi ổ dịch đầu tiên được báo cáo vào tháng 9 năm 2019 tại khu vực Tân 

Cương, sau đó lây lan nhanh trên phạm vi cả nước. Vi rút đã làm dấy lên sự lo ngại 

về sự xâm nhập của nó vào các quốc gia chưa có dịch với lượng trâu bò lớn như 

Úc (Akther và cs, 2023b). Đến nay, dịch bệnh đã lây lan sang phần lớn các nước 

châu Á bao gồm Ấn Độ (Sudhakar và cs, 2020a), Nepal (Acharya và Subedi, 2020), 

Bangladesh (Hasib và cs, 2021), Mông Cổ, Hồng Kông (Zan và cs, 2022) và các 

nước Đông Nam Á như Thái Lan, Lào, Myanmar, Cămpuchia, Indonesia và Việt 

Nam (Maw và cs, 2022; Singhla và cs, 2022; Tran và cs, 2021a). Theo WOAH, từ 

tháng 7 năm 2019 cho đến nay, dịch bệnh VDNC đã và đang diễn ra tại trên 20 

quốc gia, vùng lãnh thổ và ước tính thiệt hại do bệnh VDNC gây ra tại các nước 

khu vực Châu Á trên 1.5 tỷ USD. 

2.1.2. Tình hình bệnh Viêm da nổi cục tại Việt Nam và vùng Bắc Trung Bộ 

Bệnh VDNC trên trâu, bò lần đầu được phát hiện ở Việt Nam vào tháng 10 

năm 2020 tại tỉnh Lạng Sơn và Cao Bằng, sau đó lây lan hầu hết các tỉnh thành của 

Việt Nam. Theo báo cáo của Cục Thú y tính đến hết tháng 9 năm 2021 dịch đã lây 

ra diện rộng, tại 4.269 xã của 55 tỉnh, thành phố, với tổng số 208.484 con gia súc 
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mắc bệnh, trong đó có 29.078 con bị chết và tiêu hủy. Việc áp dụng chương trình 

tiêm phòng vắc xin đã được thực hiện là biện và sau 1 năm triển khai chương trình 

vắc xin trên diện rộng, giảm gần 92% số trâu bò mắc bệnh và giảm 98% chết và 

tiêu hủy (Cục Thú y, 2023). Tính từ tháng 10/2022 đến tháng 6/2025, số xã có dịch 

từ lần đầu tiên xuất hiện đến nay là 4.806 xã với 212.885 con trâu bò mắc bệnh, 

trong đó có 30.013 ca chết và tiêu hủy (Cục Thú y, 2025). 

Ổ dịch đầu tiên tại vùng Bắc Trung Bộ được nghi nhận tại huyện Quỳ Hợp, 

tỉnh Nghệ An vào tháng 12/2020, sau đó tiếp tục được phát hiện tại Quảng Trị và 

các tỉnh khác trong vùng. Thiệt hại kinh tế lớn nhất do bệnh VDNC gây ra được 

ghi nhận ở vùng Bắc Trung Bộ Việt Nam, nơi có khoảng 47.182 ca mắc bệnh và 

9.053 ca mắc bệnh và tiêu hủy, chiếm tỷ lệ khoảng 30% tổng số trâu bò nhiễm 

bệnh và tiêu hủy của cả nước (Cục Thú y, 2025). 

Bảng 2.1. So sánh tình hình dịch bệnh VDNC của vùng Bắc Trung Bộ so với 

tình hình dịch bệnh VDNC của cả nước 

Chỉ tiêu so sánh Cả nước Bắc Trung Bộ 

Số tỉnh, thành phố có dịch 55 6 

Số huyện có dịch 465 84 

Số xã có dịch 4.806 1.150 

Số ổ dịch 5.009 1.223 

Số thôn có dịch 19.690 5.430 

Số hộ có dịch 130.392 35.033 

Số mắc bệnh 212.885 47.182 

Tổng chết, hủy 30.013 9.053 

2.2. Các đặc điểm sinh học cơ bản vi rút LSD 

2.2.1. Căn bệnh và cấu trúc của vi rút LSD 

Bệnh VDNC, còn gọi là bệnh da sần hoặc giả mề đay, là bệnh truyền nhiễm 

gây ra ở trâu, bò, do một loại vi rút thuộc chi Capripoxvirus (CaPV), phân họ 

Chordopoxvirinae trong họ Poxviridae. Chi CaPV bao gồm vi rút đậu cừu (SPPV), 

vi rút đậu dê (GTPV) và vi rút LSD. Về mặt kháng nguyên, vi rút LSD có liên 

quan chặt chẽ với vi rút gây bệnh đậu cừu, dê, và tất cả chúng đều có khả năng bảo 
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hộ chéo khoảng 96% (Lojkic và cs, 2018). Vì vậy, những vi rút này không thể phân 

biệt bằng các xét nghiệm huyết thanh học thông thường. 

Vi rút VDNC có hình bầu dục hoặc hình viên gạch, với độ dài 294 nm và 

rộng 262 nm, gồm lõi hình quả tạ được bao phủ bởi lớp lipid kép. Cấu trúc bộ gen 

của vi rút LSD tương tự như các poxvi rút khác, bao gồm các sợi kép DNA tuyến 

tính, chiều dài khoảng 151 kbp và mã hóa khoảng 156 khung đọc mở (ORF). Trong 

số đó có 146 gen được bảo tồn mã hóa các protein liên quan đến phiên mã mRNA, 

chuyển hóa nucleotide, sao chép DNA, xử lý protein, cấu trúc và lắp ráp virion, 

độc lực của vi rút và phạm vi vật chủ. Lõi vi rút bao gồm một phân tử DNA sợi 

đôi lớn và khoảng 80 protein. Hai mươi protein được liên kết với quá trình phiên 

mã và biến đổi mRNA (Moss, 2012). Các thân hai bên được gắn vào bề mặt của 

lõi và chứa các protein có chức năng điều hòa miễn dịch, cho phép vi rút trốn tránh 

khả năng phòng vệ chống vi rút của vật chủ (Schmidt và cs, 2013). Có hai dạng 

hạt vi rút khác nhau của poxvivirus. Một là trưởng thành nội bào vi rút (MV) chứa 

một màng đơn và màng còn lại là vi rút bao bọc ngoại bào (EV) chứa hai màng 

(Haftu, 2012; Moss, 2012) (Hình 2.2) 

 

Hình 2.2. Cấu trúc chung của vi rút bệnh VDNC 

(Nguồn: Huang và cs, 2012) 

Protein cấu trúc p32, GPCR, hay PRO30 đóng vai trò trong khả năng bám 

dính, xâm nhiễm, trốn tránh hệ thống miễn dịch của cơ thể, kích thích vật chủ sản 

sinh kháng thể của vi rút gây bệnh VDNC. Gen p32 của vi rút LSD có độ dài là 

969 bp, mã hoá cho 323 amino acid. Protein p32 (envelope protein) là một protein 

cấu trúc có tính kháng nguyên cao của tất cả các chủng CaPV bao gồm SPPV, 
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GTPV, và LSDV, gen p32 được sử dụng để phát hiện huyết thanh học và chẩn 

đoán gen học của các vi rút thuộc gia đình nhà CaPV (Tasioudi và cs, 2016; Hamdi 

và cs, 2020a). Gen RPO30 (30 kDa RNA polymerase subunit), tương đồng với gen 

E4L của vi rút vắc xin, mã hóa tiểu đơn vị RNA polymerase 30 kDa đóng vai trò 

quan trọng trong quá trình sao chép và nhân lên của vi rút LSD (Lamien và cs, 

2011a; Santhamani và cs, 2014; Sprygin và cs, 2018d). Gen GPCR (G-protein-

coupled chemokine receptor) là gen mã hóa thụ thể chemokine kết hợp với protein 

G, đóng vai trò liên kết màng, tham gia vào quá trình điều hòa miễn dịch của vật 

chủ (Santhamani và cs, 2014; Sudhakar và cs, 2020c). 

2.2.2. Sự nhân lên của vi rút trên tế bào 

Giống như các thành viên khác của họ poxviridae, vi rút LSD thể hiện chu 

kỳ sao chép tế bào chất, trong đó DNA mạch kép (dsDNA) là enzyme trung gian 

cho sản xuất RNA thông tin (mRNA) và sao chép bộ gen cho virion con cháu. 

Tổng hợp DNA của vi rút bắt đầu từ 1,5 đến 6 giờ sau khi nhiễm vi rút và hai loại 

virion gây nhiêm (màng đơn và màng kép) được giải phóng khỏi các tế bào bị 

nhiễm (Zewdie, 2021). Vi rút nhân lên trong một số loại tế bào chính bao gồm tế 

bào thận cừu và bê, tế bào thận phôi cừu và nguyên bào sợi phôi gà. Tuy nhiên, sự 

phát triển của nó bị hạn chế ở tế bào thận khỉ xanh châu Phi (Vero) (Xie và cs, 

2024). Ngoài ra, vi rút LSD có khả năng nhân lên trên màng đệm túi niệu của phôi 

gà, nơi nó tạo thành các tổn thương dạng mụn nước mà không gây chết phôi (Pervin 

và cs, 2023). 

Loại tế bào được sử dụng phổ biến nhất để nuôi cấy và phân lập các loại 

CaPV là tế bào thận cừu và tinh hoàn cừu sơ cấp. Tuy nhiên, quần thể tế bào sơ 

cấp không đồng nhất và dễ nhiễm vi rút khác như vi rút bluetongue (Beard, 2016a). 

Vì vậy, trong những năm gần đây các dòng tế bào như tế bào tinh hoàn buồng trứng 

OA3.Ts (Ovine testis cell- tế bào tinh hoàn cừu) và tế bào MDBK đã được sử dụng 

trong phòng thí nghiệm nuôi cấy và phân lập vi rút gây bệnh VDNC (Fay và cs, 

2020). Tế bào Vero cũng đã được thử nghiệm để nuôi cấy vi rút gây bệnh VDNC 

nhưng được chứng minh là có khả năng sao chép CaPV kém hơn so với tế 
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bào MDBK và OA3.Ts và do đó không được khuyến khích để phân lập vi rút 

(Rhazi và cs, 2021). 

Tại Việt Nam, ngay sau khi dịch xảy ra, nhóm nghiên cứu của VIỆN CHĂN 

NUÔI VÀ THÚ Y VIỆT NAM đã tiến hành thu thập mẫu bệnh phẩm và tiến hành 

phân lập vi rút gây bệnh VDNC trên tế bào dòng MDBK. Kết quả cho thấy bệnh 

tích tế bào đặc trưng bắt đầu xuất hiện từ ngày thứ 3 sau gây nhiễm. Các bệnh tích 

tế bào tăng dần ở ngày thứ 5 và đạt đỉnh ở ngày thứ 7 (Sanz-Bernardo và cs, 2021; 

Tran và cs, 2021). 
 

Hình 2.3. Bệnh tích VDNC trong các ngày trên tế bào dòng MDBK 

(Nguồn: Tran và cs, 2021b) 

2.2.3. Tương tác giữa vật chủ và vi rút LSD 

Vi rút VDNC có tính đặc hiệu cao với vật chủ và chỉ gây bệnh ở các loài 

gia súc như bò và trâu nước, trong khi các loài thuần hóa khác như cừu, dê, lợn và 

ngựa không bị ảnh hưởng do tính đặc hiệu của vật chủ (Akther và cs, 2023). Bò là 

vật chủ chính, nhưng kháng thể đặc hiệu với vi rút đã được tìm thấy ở nhiều loài 

động vật nhai lại hoang dã như linh dương và hươu cao cổ bất cứ khi nào thực hiện 

gây nhiễm thử nghiệm (Pal và Paulos Gutama, 2023). Tuy nhiên, cần phải quan 
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sát và theo dõi thường xuyên các đợt bùng phát dịch bệnh và vi rút đột biến để dự 

đoán khả năng lây nhiễm sang vật chủ khác. Mức độ nghiêm trọng của VDNC ở 

vật chủ phụ thuộc vào một số yếu tố vật chủ và môi trường. Mặc dù giống, độ tuổi 

và giới tính dường như không đóng vai trò quyết định mức độ nghiêm trọng của 

bệnh (Elhaig và cs, 2017), một số nghiên cứu cho thấy bò Bos taurus dễ mắc bệnh 

nặng hơn bò bản địa (Bos indicus) và bò Zebu (Sudhakar và cs, 2020) do đặc điểm 

da mỏng và năng suất sữa cao. Bò Zebu đực thường dễ mắc bệnh do làm việc như 

động vật kéo cày, dẫn đến trầy xước da, trở thành nơi thu hút vật chủ trung gian. 

Bê con có xu hướng biểu hiện các dấu hiệu lâm sàng nghiêm trọng hơn bò trưởng 

thành (Amenu và cs, 2018). 

Trong điều kiện môi trường lý tưởng, quần thể vật chủ trung gian có thể 

sinh sôi nảy nở và tiếp xúc thường xuyên hơn với vật chủ mẫn cảm. Chăn nuôi ở 

vùng đất thấp với các vùng nước tồn đọng tạo điều kiện ẩm ướt phù hợp cho sự 

sinh trưởng của ruồi, muỗi, ve (Amenu và cs, 2018). Hệ thống chăn nuôi được thiết 

kế cho bò sữa năng suất cao kết hợp với điều kiện môi trường thuận lợi cho vật 

chủ trung gian có thể tạo ra tình trạng căng thẳng, có thể gây ức chế miễn dịch ở 

vật chủ và phát sinh bệnh (Tageldin và cs, 2014). 

Phản ứng miễn dịch của vật chủ đối với bệnh VDNC chưa được hiểu rõ, 

nhưng giống như hầu hết các loại CaPV, khả năng miễn dịch suốt đời chống lại sự 

tái nhiễm vi rút LSD đã được chứng minh. Sau khi lây nhiễm, sự phát triển và nhân 

lên của vi rút LSD diễn ra bên trong tế bào, do đó miễn dịch dịch thể không thể 

chống lại sự tăng sinh của vi rút nhưng miễn dịch bẩm sinh có khả năng tạo ra phản 

ứng miễn dịch bằng cách kích thích hệ thống miễn dịch thích ứng và một số tế bào 

miễn dịch trung gian như tế bào lympho, đại thực bào và bạch cầu trung tính, chịu 

trách nhiệm vô hiệu hóa tác nhân gây bệnh và kiểm soát bệnh (Milovanović và cs, 

2019). Động vật đã phục hồi sau khi lây nhiễm tự nhiên sản xuất ra các kháng thể 

đặc hiệu, có khả năng trung hòa tới 3 log của vi rút và cũng có khả năng chống lại 

sự tái nhiễm. 
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2.2.4. Sinh bệnh học và ảnh hưởng của vi rút LSD lên cơ thể vật chủ 

Kiến thức về sinh bệnh học của VDNC còn hạn chế so với các bệnh do vi 

rút khác gây ra. VDNC cho thấy mô hình sinh bệnh tiến triển từ khi nhiễm vi rút, 

sau đó là xâm nhập và nhân lên tại chỗ, rồi phát triển thành vi rút trong máu, dẫn 

đến sự vận chuyển vi rút đến các mô và cơ quan cụ thể (Kayesh và cs, 2020). Thời 

gian ủ bệnh của VDNC là khoảng 5 tuần trong trường hợp mắc tự nhiên, trong khi 

thời gian ủ bệnh thực nghiệm dao động từ 4 đến 7 ngày (Moudgil và cs, 2023). 

Cũng như các thành viên khác của CaPV, vi rút LSD có đặc tính dinh dưỡng mô 

đối với tế bào sừng. Ngay sau khi nhiễm tự nhiên hay thực nghiệm, vi rút bắt đầu 

nhân lên trong hầu hết các tế bào phổ biến như tế bào sừng, biểu mô nang lông, 

nguyên bào sợi, đại thực bào kẽ và tế bào quanh mạch ở vị trí ưa thích như da đầu, 

cổ, cơ quan sinh dục, chân tay và vú. Ở tế bào sừng, ban đầu xảy ra tình trạng tăng 

sản và thoái hóa phình to, có thể lan đến lớp biểu bì và hình thành một số túi nhỏ, 

sau đó các túi lớn hơn hình thành do sự hợp nhất của các túi nhỏ và thu hút các tế 

bào viêm tích tụ ở lớp biểu bì, lớp hạ bì và lớp dưới da. Cuối cùng, có loét với dịch 

tiết dẫn đến hình thành vảy và đóng vảy với các mức độ xuất huyết, sung huyết và 

phù nề khác nhau ở xung quanh (Mulatu và Feyisa, 2018). Các hạt vi rút có thể 

được vận chuyển đến các vị trí nhiễm trùng thứ cấp bao gồm phổi, gan, thận và 

các hạch bạch huyết khác (El-Kenawy và El-Tholoth, 2011) thông qua tuần hoàn 

toàn thân; đặc biệt các tế bào đơn nhân được coi là vật mang vi rút LSD và sốt 

không liên tục là dấu hiệu của tình trạng nhiễm vi rút huyết cực độ. Trong quá trình 

vi rút huyết, có thể có khả năng phát triển viêm mạch và viêm mạch bạch huyết do 

tổn thương nội mô với sự nhân lên của vi rút (Akther và cs, 2023). 

Vi rút LSD thể hiện chu trình sao chép tế bào chất, trong đó DNA chuỗi kép 

(dsDNA) phần lớn được trung gian enzyme để sản xuất RNA thông tin (mRNA) 

và sao chép bộ gen cho virion thế hệ con cháu (Mulatu và Feyisa, 2018). Vi rút 

LSD nhân lên ở tế bào biểu mô sau đó xâm nhập vào máu gây ra triệu chứng sốt ở 

vật chủ và di chuyển đến da và niêm mạc làm nổi u cục khắp bề mặt da và niêm 

mạc. Một số nghiên cứu cho thấy thời gian ủ bệnh 4 - 14 ngày. Tuy nhiên, nhiều 

nghiên cứu thực địa đã chứng minh thời gian ủ bệnh có thể từ 2 - 5 tuần (Sanz- 
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Bernardo và cs, 2020). Vi rút LSD sao chép nội bào trong đại thực bào, nguyên 

bào sợi, tế bào nội mô và tế bào ngoại vi. Sự nhân lên của vi rút tại các tế bào này 

gây ra triệu chứng viêm mạch và viêm hạch bạch huyết (Coetzer và cs, 2018). 

Kiểm tra mô học các tổn thương ở động vật bị nhiễm vi rút gây bệnh VDNC cho 

thấy sự khác biệt về các triệu chứng bệnh tích tùy theo giai đoạn nhiễm trùng. 

Trong quá trình nhiễm trùng, kiểm tra mô học cho thấy tổn thương các phần da 

của động vật bị nhiễm vi rút LSD có sự thoái hóa phình to ở lớp biểu bì, sự hiện 

diện của thể vùi trong tế bào chất, viêm mạch và tăng sinh của nguyên bào sợi 

(Neamat-Allah, 2015). 

 

Hình 2.4. Tổn thương trên da ở bò bị nhiễm vi rút gây bệnh VDNC 

(a, b) Các nốt sần trên da bao phủ toàn bộ cơ thể gia súc mắc bệnh; (c, d) Các vết 

thương hoại tử ở vùng da 

(Nguồn: Mathijs và cs, 2021) 

Nhiễm trùng cấp tính ở gia súc có liên quan đến viêm mạch và viêm bạch 

huyết, gây huyết khối và nhồi máu với hậu quả hoại tử kết hợp với thâm nhiễm 

miễn dịch. Do đó, giai đoạn muộn của nhiễm trùng đặc trưng bởi tình trạng xơ hóa, 

trong đó các tế bào chết (do hoại tử) ở giai đoạn nhiễm trùng ban đầu được thay 

thế bằng tế bào viêm và nguyên bào sợi. Giai đoạn cuối của bệnh có biểu hiện tăng 

sừng ở lớp biểu bì. Các tế bào hoại tử bị phù nề, hình thành mụn nước bên trong. 

Sự xuất hiện của thể vùi cũng là đặc điểm của nhiễm trùng giai đoạn muộn. Nhìn 
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chung, gia súc đang cho con bú, gia súc non, gia súc có tình trạng sức khỏe kém 

dễ bị mắc bệnh VDNC hơn. Nguyên nhân lý giải cho vấn đề này có thể do khả 

năng miễn dịch dịch thể của cơ thể chưa hoàn thiện hoặc bị suy giảm (Babiuk, 

2018). Tuy nhiên, những con bê sinh ra từ trâu, bò mẹ đã được tiêm vắc xin có khả 

năng chống chịu bệnh tật ít nhất 2 tháng đầu sau khi sinh do chúng nhận được 

kháng thể của mẹ thông qua sữa non (Agianniotaki và cs, 2017c). Đến nay, chưa 

có nghiên cứu nào chứng minh trâu bò khỏi bệnh ở trạng thái mang trùng và tương 

tự như các poxvi rút khác, khả năng miễn dịch sau khi khỏi bệnh VDNC tự nhiên 

là suốt đời ( Mulatu và Feyisa, 2018; Gupta và cs, 2020). 

Tùy thuộc vào tải lượng vi rút, tính mẫn cảm và khả năng miễn dịch của vật 

chủ, các yếu tố quản lý và môi trường, véc tơ gây bệnh, các biểu hiện lâm sàng của 

bệnh VDNC có thể được chia thành dạng nhẹ và cấp tính. Ở thể nhẹ, tổn thương 

dạng nốt có đường kính 1–5 cm được tìm thấy trong vòng 2–3 ngày sau khi bắt 

đầu sốt cùng với chứng chán ăn, lười vận động, tăng tiết nước bọt, tiết dịch ở mũi 

và mắt, thể trạng hốc hác. Các nốt thường tròn, nổi lên, cứng, đau và sung huyết 

và thường thấy ở da mõm, cổ, lưng, chân, bìu, đáy chậu, mí mắt, tai dưới, niêm 

mạc mũi và đuôi (Almeida và cs, 2011; Salib và Osman, 2011). Dạng cấp tính nặng 

hơn, sốt cao liên tục, chán ăn và thường là nằm một chỗ, có thể quan sát thấy nhiều 

nốt sần đồng nhất trên cơ thể động vật trong vòng 2-3 tuần kể từ khi phát bệnh. 

Các tổn thương dạng nốt nổi lên thường có kích thước khoảng 1–7 cm và thường 

thấy nhất ở đầu, cổ, bầu vú, cơ quan sinh dục, đáy chậu và chân và có thể dễ dàng 

tách ra khỏi vùng da khỏe mạnh xung quanh bằng một viền xuất huyết (Gupta và 

cs, 2020). Các nốt nhỏ hơn thường kết hợp lại để tạo thành các tổn thương lớn hơn 

và bong ra tạo ra thành vết thương hở. Do vậy, thu hút các vectơ gây bệnh như 

ruồi, muỗi, ve mòng và thường gây ra nhiễm khuẩn thứ cấp (Coetzer và cs, 2018; 

Gupta và cs, 2020). Do toàn bộ da và cơ bị ảnh hưởng, cơn đau dữ dội khiến con 

vật không muốn di chuyển; có trường hợp quan sát thấy hiện tượng phù mặt, ức và 

chân (Jameel, 2016). Ở những con bò bị ảnh hưởng có thể xảy ra hiện tượng mất 

sữa nghiêm trọng, sảy thai và mất động dục kéo dài, 
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trong khi đó, Ở động vật đực, tổn thương mô tinh hoàn có thể gây sưng bìu, dẫn 

đến vô sinh tạm thời hoặc vĩnh viễn (Al-Salihi, 2014; Lu và cs, 2021). 

2.3. Đặc điểm sinh học phân tử của vi rút Viêm da nổi cục 

2.3.1. Các gen đặc trưng của vi rút Viêm da nổi cục 

Các gen RPO30, GPCR và p32 đều mang tính đặc trưng riêng cho các vi rút 

thuộc họ CaPV bao gồm LSDV, SPPV và GTPV ở cả cấp độ trình tự nucleotit và 

axit amin; do đó, chúng được sử dụng để phân biệt LSDV, SPPV và GTPV 

(Lamien và cs, 2011a; Santhamani và cs, 2014; El-Tholoth và El-Kenawy, 2016; 

Agianniotaki và cs, 2017a; Sudhakar và cs, 2020). Độ nhạy và đặc hiệu của các 

phương pháp sinh học phân tử chẩn đoán phân biệt LSDV, SPPV và GTPV dựa 

vào các gen P32, RPO30 và GPCR đã được sử dụng để phát hiện và xác định đặc 

điểm của LSDV và các CaPV khác (Santhamani và cs, 2014; El-Tholoth và El-

Kenawy, 2016). 

Gen P32 của vi rút gây bệnh VDNC có độ dài đoạn mã hoá protein p32 là 

969 bp, mã hoá cho 323 amino acid. Protein p32 (envelope protein) là một protein 

cấu trúc có tính kháng nguyên cao, thường được sử dụng để phát hiện chẩn đoán 

huyết thanh và sinh học phân tử của các vi rút thuộc họ CaPV. Tổ chức WOAH 

khuyến cáo rằng gen p32 là một kháng nguyên gây bệnh quan trọng. Trong một số 

nghiên cứu, gen p32 đã được sử dụng để phát hiện và xác định đặc điểm phân tử 

của các vi rút thuộc họ CaPV. Các phân tích về cây phả hệ của các chủng vi rút 

LSD dựa trên gen p32 có thể coi là công cụ đáng tin cậy trong việc xác định nguồn 

gốc của các chủng vi rút LSD và phân biệt với các vi rút khác thuộc họ nhà CaPV 

(WOAH, 2021b). 

Gen RPO30 tương đồng với gen E4L của vi rút vaccinia, mã hóa tiểu đơn 

vị RNA polymerase phụ thuộc DNA và gen này đóng vai trò quan trọng trong việc 

nhân lên của vi rút ( Kononov và cs, 2019a; Aleksandr và cs, 2020b; Lambert và 

cs, 2021). Hiện nay, các nhà nghiên cứu sử dụng phương pháp PCR và giải trình 

tự đoạn gen PRO30, kết hợp phân tích cây phả hệ gen PRO30 để phân biệt chính 

xác các vi rút thuộc gia đình nhà CaPV bao gồm LSDV, SPPV và GTPV (Lamien 

và cs, 2011a; Santhamani và cs, 2014; El-Tholoth và El-Kenawy, 2016; 
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Agianniotaki và cs, 2017a; Sudhakar và cs, 2020). Một số nghiên cứu gần đây chỉ 

ra rằng, sử dụng cặp primer cho phản ứng PCR dương tính nhằm khuyếch đại đoạn 

gen RPO30 dương tính là có thể phân biệt được vi rút LSD và SPPV mà không 

cần giải trình tự gen (Lamien và cs, 2011a). Hơn nữa, việc phân tích di truyền phả 

hệ gen RPO30 có thể giúp chúng ta xác định được nguồn gốc vi rút thuộc họ CaPV 

(Sprygin và cs, 2018b). 

Gen GPCR là một trong những gen có biến đổi mạnh nhất trong họ 

Capripoxvirus (Santhamani và cs, 2014; Agianniotaki và cs, 2017a) và là mục tiêu 

chính để phân biệt di truyền giữa các vi rút thuộc gia đình nhà CaPV (Santhamani 

và cs, 2014; Abdallah và cs, 2018). Phân tích phả hệ di truyền dựa vào gen GPCR 

đã được sử dụng để phân biệt giữa các vi rút thuộc họ CaPV (Santhamani và cs, 

2014; El-Tholoth và El-Kenawy, 2016; Agianniotaki và cs, 2017a). Hơn nữa, dựa 

vào trình tự nucleotide gen GPCR và phân tích phả hệ di truyền, có thể phân biệt 

các nhóm phụ khác nhau của vi rút LSDV, GTPV và SPPV (El-Tholoth và El-

Kenawy, 2016). Những nghiên cứu gần đây về phát triển vắc xin cho thấy, vắc xin 

tái tổ hợp mang gen GPCR có khả năng sản sinh kháng thể trung hóa sớm. Đồng 

thời nó cho thấy hiệu quả bảo hộ cao với trâu, bò khi được công cường độc (Cetre-

Sossah và cs, 2017). 

2.3.2. Phả hệ di truyền và phân nhóm vi rút Viêm da nổi cục 

Dựa vào trình tự gen GPCR, vi rút gây bệnh VDNC thuộc nhóm subtype I 

trong hai nhóm subtype I và II của gia đình nhà CaPV. Nhóm suptype I được chia 

thành ba nhóm chính bao gồm cluster 1.1, 1.2 và cluster 2. Nhóm cluster 2 bao 

gồm các vi rút tái tổ hợp mới và được chia nhỏ thành 05 nhóm riêng biệt từ 2.1 

đến 2.5. Phần lớn các sub-cluster phụ này bao gồm các trình tự từ một hoặc hai 

chủng phân lập (Mazloum và cs, 2023). Sub-cluster 1.1 và 1.2 bao gồm các chủng 

phân lập từ các khu vực khác nhau trên thế giới cũng như phân bố trong thời gian 

dài. Chủng phân lập sớm nhất là từ Nam Phi vào năm 1954, trong khi chủng mới 

nhất từ Ấn Độ vào năm 2020 (Badhy và cs, 2021; Schalkwyk và cs, 2022). Ngược 

lại, năm dòng phụ của các chủng tái tổ hợp mới tạo thành sub-cluster 2 đã được 

phát hiện từ năm 2017 và chỉ có ở Nga, Kazakhstan và các nước châu Á (Krotova 
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và cs, 2022b; Krotova và cs, 2022c; Sprygin và cs, 2019a; Sprygin và cs, 2018d; 

Sprygin và cs, 2019c). Dựa trên trình tự hệ gen hoàn chỉnh, người ta đã tính toán 

rằng sub-cluster 1.1 và 1.2 có chung một tổ tiên khoảng 550 năm trước (Schalkwyk 

và cs, 2022). Các chủng phân lập được đầu tiên đại diện cho cả hai sub-cluster này 

đã được lưu hành, tương ứng ở Nam Phi (sub-cluster 1.1) và Kenya (sub-cluster 

1.2) vào những năm 1950 (Schalkwyk và cs, 2022). Sub-cluster 1.1 được đại diện 

bởi chủng Neethling, được phân lập vào năm 1957 và được giảm độc lực thành vắc 

xin thương mại vào năm 1959 (Aleksandr và cs, 2020a). Bảy điểm khác biệt về 

nucleotide đã được phát hiện giữa các chủng Neethling/1957 độc lực và vắc 

xin/1959 (van Schalkwyk và cs, 2020). Các loại vắc xin thương mại hiện có đều dựa 

trên chủng này. Chúng thuộc cùng một sub-cluster với sự khác biệt tối thiểu về 

nucleotide giữa chúng, cho thấy sự duy trì ổn định của vắc xin (Mathijs và cs, 2016; 

Douglass và cs, 2019; Douglass và cs, 2020; Mathijs và cs, 2021). Ngoài ra, sub-

cluster 1.1 chứa các chủng phân lập thực địa có độc lực cao từ Nam Phi được phân 

lập vào những năm 1970 và 1990, với 69 điểm khác biệt về nucleotide trong sub-

cluster này có thể do đột biến di truyền (Schalkwyk và cs, 2022). 

Nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng, khoảng 2.200 điểm khác biệt về 

nucleotide đã được mô tả giữa các chủng phân lập thuộc sub-cluster 1.1 và 1.2. 

Trái ngược với sự phân bố địa lý hạn chế của sub-cluster 1.1, hiện chỉ bao gồm các 

chủng phân lập từ Nam Phi, sub-cluster 1.2 có các chủng từ Châu Phi, Trung Đông, 

Châu Âu và Châu Á. Các trình tự có trong sub-cluster này có thể được chia nhỏ 

thành ba dòng phụ, dựa trên khoảng 260 điểm khác biệt về nucleotide giữa chúng. 

Chủng vi rút LSDV NI-2490 (Bovine/Kenya/Neethling 2490/1958) và KSGPO-

240 (LSDV/KSGPO-240/Kenya) ban đầu từ Kenya vào năm 1958, cũng như các 

chủng vắc xin KSGPO-240 từ Ấn Độ, Nepal và Bangladesh vào năm 2019–2020. 

Sub-cluster thứ hai chứa các chủng phân lập từ châu Phi cận Sahara, bao gồm các 

trình tự từ Namibia và Nam Phi, và các chủng vi rút được phân lập kể từ năm 2000 

(Di Felice và cs, 2020; Schalkwyk và cs, 2022). Ngược lại, sub-cluster phụ thứ ba có 

thời gian lưu hành ngắn nhưng phân bố địa lý rộng. Các chủng phân lập từ Trung Đông, 

Châu Âu và Châu Á đại diện cho các đợt bùng phát từ năm 2010 đến 
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2016 (Agianniotaki và cs, 2017b; Agianniotaki và cs, 2017c; Sprygin và cs, 2020b; 

Sprygin và cs, 2019c). 

Ngược lại, các chủng phân lập thuộc sub-cluster 2 đã được phân bố thành 5 

sub-cluster khác nhau do mức độ tái tổ hợp giữa các gen cao và xảy ra trên bộ gen 

của những vi rút này, mặc dù mô tả đầu tiên chỉ vào năm 2017 (Sprygin và cs, 

2018c; Sprygin và cs, 2018d; Sprygin và cs, 2020b; Schalkwyk và cs, 2022). 

Chủng phân lập từ Saratov ở Nga vào năm 2017 là chủng vi rút tái tổ hợp mới đầu 

tiên được công bố và là chủng phân lập thứ hai từ cùng khu vực vào năm 2019 nằm 

trong nhóm sub-cluster 2.1. Những vi rút này có 60% SNP giống hệt với chủng 

vắc xin Neethling-LW1959 và 40% còn lại giống hệt với KSGPO-240, do đó có 

chung một tổ tiên gần với sub-cluster 1.1 ( Sprygin và cs, 2018c; Krotova và cs, 

2022a; Krotova và cs, 2022b). Sub-cluster 2.2 bao gồm chủng tái tổ hợp thứ hai 

được xác định ở Udmurtiya ở Nga, vào năm 2019 (Sprygin và cs, 2020b). Chủng 

phân lập LSDV/Russia/Udmurtiya/2019 khác biệt về mặt di truyền với chủng 

Saratov/2017, ngoại trừ các chủng bố mẹ chung là vắc xin Neethling-LW1959 và 

KSGPO-240. Chủng phân lập này có chung 55% SNP với KSGPO-240 và chỉ 45% 

với vắc xin Neethling-LW1959 dẫn đến mối liên quan phát sinh loài gần hơn với 

sub-cluster 1.2 (Krotova và cs, 2022b). Trình tự hệ gen hoàn chỉnh của chủng tái tổ 

hợp độc đáo thứ ba Kostanay/Kazakhstan/2018 đã được gửi lên GenBank, nhưng 

không có thông tin bổ sung nào liên quan đến chủng phân lập này được công bố. 

Mặc dù cũng có chung 55% SNP với KSGPO-240 và 45% với vắc xin Neethling-

LW1959, nhưng bộ gen hoàn chỉnh của Kostanay/Kazakhstan/2018 và 

LSDV/Russia/Udmurtiya/2019 không giống hệt nhau, dẫn đến 

Kostanay/Kazakhstan/2018 hình thành sub-cluster 2.3 (Krotova và cs, 2022b). 

Sub-cluster 2.4 chứa một tái tổ hợp mới khác từ Nga vào năm 2019, 

LSDV/Russia/Tyumen/2019. Nó có chung 38% SNP với KSGPO-240 và 62% với 

vắc xin Neethling-LW-1959 (Neethling/vaccine/LW-1959), dẫn đến mối quan hệ 

phát sinh loài gần hơn với sub-cluster 1.1 (Krotova và cs, 2022b; Krotova và cs, 

2022c). Dòng cuối cùng được xác định vào năm 2019, Sub-cluster 2.5, lần đầu tiên 

được mô tả trong một đợt bùng phát ở khu vực Tân Cương của Trung Quốc vào 
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năm 2019 (Lu và cs, 2020). Các vi rút thuộc dòng này đã lan rộng khắp Trung 

Quốc về phía nam đến Việt Nam, Đài Loan, Thái Lan, Campuchia, Malaysia và 

Indonesia cũng như phía bắc đến Mông Cổ và Nga vào năm 2020. Dòng chiếm ưu 

thế có 48% SNP giống hệt với KSGPO-240 và 52% giống hệt với vắc xin 

Neethling-LW-1959 (Krotova và cs, 2022b). Đáng chú ý, trong cùng thời gian, 

sub-cluster tái tổ hợp mới 2.5 đang lan rộng khắp Đông Nam Á, một trong những 

chủng bố mẹ của nó, chủng vắc xin KSGPO-240, đã lan rộng khắp Bangladesh, Ấn 

Độ, Myanmar, Nepal, Bhutan, Pakistan và Sri-Lanka. Hiện chưa có báo cáo nào ghi 

nhận sự tái tổ hợp tiếp theo giữa sub-cluster tái tổ hợp 2.5 và các chủng vắc xin bố mẹ 

KSGPO-240 (Mazloum và cs, 2023). Như vậy, hiện tại trên thế giới tồn tại hai sub-

type và ít nhất bảy topotype vi rút gây bệnh VDNC trên trâu bò đang lưu hành. 

Những nghiên cứu đầu tiên tại Việt Nam đã phân tích đặc điểm sinh học 

phân tử của vi rút LSD dựa trên trình tự các gen chỉ thị p32 và RP030. Kết quả cho 

thấy các chủng phân lập từ những ổ dịch ban đầu có mức tương đồng 100% với 

chủng vi rút được ghi nhận tại Trung Quốc năm 2019. Ngoài ra, nó rất gần với vi 

rút gây VDNC được phân lập ở Nga năm 2017 dựa trên các gen chỉ báo p32, Gen 

RPO30, thymidine kinase và ORF103 (Open reading frame 103) (Mathijs và cs, 

2021). Kết quả giải trình tự toàn bộ gen của vi rút LSD được thực hiện từ 4 ổ dịch 

ở vùng Đông Bắc Việt Nam đã cho thấy vi rút LSD phân lập tại các ổ dịch này có 

sự tương đồng cao về trình tự nucleotide với nhau. Ngoài ra, khi so sánh trình tự 

nucleotide này với các chủng tham chiếu dựa trên công cụ phân tích NCBI BLAST 

cho thấy các chủng vi rút thực địa của Việt Nam có sự tương đồng cao 99,99% và 

99,41% khi so sánh với chủng vi rút LSD của Trung Quốc/GD01/2020 (MW355944) 

và Nga/Saratov/2017 (MH646674). Đồng thời, những chủng vi rút LSD đang lưu 

hành tại vùng Đông bắc Việt Nam là chủng vi rút tái tổ hợp giữa ít nhất một chủng vi 

rút thực địa và một chủng vi rút LSD trong vắc xin. Phát hiện này nhấn mạnh vai trò 

của việc phân tích bộ gen hoàn chỉnh trong việc truy tìm ổ dịch VDNC (Mathijs và 

cs, 2021). 

Bên cạnh đó, kết quả nghiên cứu tại Trung tâm Chẩn đoán và xét nghiệm 

Thú y Trung ương 1 thuộc Cục Chăn nuôi và Thú y cho thấy rằng gen GPCR của 
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tất cả các chủng vi rút phân lập được từ các ổ dịch đầu tiên tại Việt Nam đều có 

trình tự gen GPCR giống hệt nhau và có đoạn xóa 12 nucleotide tương tự các chủng 

vi rút vắc xin VDNC chủng Neethling và KSGP-0240. Về phân tích phả hệ, các 

chủng vi rút LSD của Việt Nam có quan hệ gần với các chủng vi rút LSD của 

Xinjiang/2019 (MN598006), China/XJ/2019 (MN508357) Trung Quốc năm 2019 

và các chủng vi rút vắc xin Neethling và KSGP-0240. Khoảng cách di truyền giữa 

các chủng vi rút này nằm trong khoảng 1%. Tương tự như vậy, đối với gen RPO30, 

tất cả các vi rút đều có trình tự gen RPO30 giống 100% với các chủng vi rút LSDV 

Xinjiang/2019 (MN598006), China/XJ/2019 (MN508357) của Trung Quốc. Về 

phân tích phả hệ dựa trên gen RPO30 và GPCR các chủng vi rút gây bệnh VDNC 

ở Việt Nam, chủng vi rút LSDV Xinjiang/2019 (MN598006), China/XJ/2019 

(MN508357) của Trung Quốc và các chủng vắc xin Neethling, KSGP-0240 đều 

nằm trong một nhóm (Cục Thú y, 2021). 

2.4. Đáp ứng miễn dịch trong bệnh Viêm da nổi cục 

Vai trò của miễn dịch qua trung gian tế bào (Cell mediated immunity -CMI) 

trong bệnh VDNC vẫn chưa được hiểu rõ (Tuppurainen và cs, 2017b). Quá trình 

chủ yếu được thúc đẩy bởi tế bào lympho T, phản ứng miễn dịch này dẫn đến việc 

sản xuất các cytokine quan trọng bao gồm IFN (Interferon) loại II (IFN-γ). Đây là 

IFN được sản xuất bởi các tế bào CD4+ helper T, CD8+ cytotoxic T, ɣδ T, natural 

killer T, and NK (Natural Killer Cell). IFN-γ và các cytokine khác được tạo ra bởi 

phản ứng CMI có một loạt các chức năng bao gồm kích hoạt tế bào NK và đại thực 

bào, đồng thời gây ra sự chuyển đổi lớp của các globulin miễn dịch từ tế bào B 

huyết tương hoạt hóa (Smith và cs, 2018). Phản ứng miễn dịch qua trung gian tế 

bào đặc hiệu với vi rút LSD luôn được quan sát ở động vật được gây nhiễm thực 

nghiệm có biểu hiện lâm sàng và không lâm sàng từ các thời điểm sớm nhất được 

kiểm tra ngày thứ 3 hoặc 5 sau gây nhiễm. Một quần thể nhỏ các tế bào PBMC sản 

xuất một lượng lớn IFN-γ vào thời điểm 5 và 7 sau gây nhiễm, và một quần thể 

lớn hơn các tế bào sản xuất IFN-γ sau đó trong quá trình bệnh. Cả tế bào lympho 

T CD4+ và CD8+ đều sản xuất IFN-γ để đáp ứng với kích thích VDNC, đặc biệt 
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là ở các thời điểm 15 và 21 ngày sau gây nhiễm, nhưng quần thể tế bào lympho T 

CD4-CD8- thì không (Fay và cs, 2022). 

Giai đoạn đầu của sự nhiễm vi rút LSD cho thấy tình trạng tăng sừng hóa 

chỉnh hình, viêm mạch, các vi nang biểu bì và các tế bào cleve với mức độ nghiêm 

trọng của các tổn thương tương quan và bệnh lâm sàng. Trong khi đó, giai đoạn 

muộn có tình trạng tăng sừng hóa biểu bì cũng như thâm nhiễm lympho bào và mô 

bào ở da. Thâm nhiễm tế bào chủ yếu trong các tổn thương da là tế bào interferon 

(IFN)-γ+ và tế bào lympho T CD4+ với một số ít tế bào dòng đại thực bào. Điều 

này cho thấy IFN-γ+, tế bào lympho T CD4+ và đại thực bào đóng vai trò quan 

trọng trong miễn dịch chống lại nhiễm vi rút LSD tự nhiên (Badr và cs, 2022). 

Phân tích biểu hiện cytokine Th1 (T helper cell 1) và Th2 cho thấy sự khác biệt 

đáng kể giữa động vật nhiễm bệnh và khỏe mạnh, ngoại trừ IL (Interleukin) 10. 

Biểu hiện của IL2, GMCSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating 

Factor) và IL6 được tăng cường ở động vật khỏe mạnh trong khi biểu hiện của 

INFG (Interferon-gamma), IL4 và IL10 tăng lên ở động vật mắc VDNC. Phản ứng 

miễn dịch ở động vật khỏe mạnh (sau khi tiếp xúc với vi rút LSD) chủ yếu là biểu 

hiện của sự tăng sinh tế bào Th1 và có sự gia tăng sản xuất các cytokine tiền viêm 

(Ahmad và cs, 2023). 

Vi rút LSD làm thay đổi các thông số huyết học, sinh hóa và các chỉ số 

cytokine ở động vật mắc bệnh. Hồng cầu, hemoglobin, tiểu cầu, bạch cầu, bạch 

cầu trung tính và lympho bào ở bò bị nhiễm bệnh cao hơn so với bò không bị nhiễm 

bệnh. Gamma glutamyl transferase ở bò mắc bệnh cao hơn so với bò không mắc. 

IFN-γ ở bò mắc cao hơn so với bò không mắc, trong khi TNF-α ở bò mắc bệnh 

thấp hơn so với bò không mắc bệnh (Nongbua và cs, 2024). 

Vai trò của các cytokine tiền viêm và kháng viêm trong quá trình sinh bệnh 

ở động vật mắc VDNC tự nhiên cho thấy nồng độ IFN-γ tăng lên đáng kể trong 

PBMC và các nốt sần trên da ở giai đoạn đầu của mắc VDNC. IFN-γ kích hoạt các 

tế bào miễn dịch, đặc biệt là đại thực bào, dẫn đến sản xuất IL-6, IL-1β và các chất 

trung gian gây độc tế bào, chịu trách nhiệm cho hoạt động tiền viêm dẫn đến sinh 

bệnh của VDNC, bao gồm viêm mạch hạt. Có nghiên cứu cho rằng IFN-γ là con 
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dao hai lưỡi do nồng độ IFN-γ tăng cao đã gây ra các dấu hiệu lâm sàng và tổn 

thương bệnh lý quá mức trong giai đoạn đầu của VDNC. Tumour necrosis factor-

alpha (TNF-α) là một cytokine đa chức năng đa hình, tác động lên nhiều loại tế 

bào và tham gia vào quá trình sinh bệnh tăng lên trong giai đoạn giữa và cuối của 

nhiễm vi rút LSD. IL-2 là một cytokine tiền viêm, điều hòa sự phát triển và biệt 

hóa của tế bào lympho T, đồng thời tăng cường hoạt động của tế bào NK và sản 

xuất kháng thể mức độ biểu hiện gen mRNA IL-2 và IL-1β tăng cao trong giai 

đoạn cuối của nhiễm vi rút cho thấy sự tham gia của các phản ứng viêm mạnh mẽ 

trong cơ chế sinh bệnh của VDNC. IL-8 hay CXCL8, một cytokine tiền viêm khác 

chịu trách nhiệm tuyển dụng, hoạt hóa và tích tụ bạch cầu trung tính, được phát 

hiện có biểu hiện tăng lên, tương quan với nhiễm trùng thứ phát do vi khuẩn và sự 

xâm nhập của bạch cầu trung tính (Manjunathareddy và cs, 2024). 

Các cytokine loại Th2 (IL-4, IL-10 và IL-6) kích hoạt và duy trì các phản 

ứng miễn dịch dịch thể hoặc qua trung gian kháng thể. IL-4 là cytokine đa chức 

năng chính của loại Th2, một chất điều hòa chính của các phản ứng miễn dịch dịch 

thể và thích nghi, kích thích sự tăng sinh và biệt hóa của tế bào B thành các tế bào 

plasma sản xuất kháng thể, các con đường hoạt hóa đại thực bào thay thế và tình 

trạng viêm tăng lên đáng kể trong giai đoạn giữa và cuối của nhiễm vi rút LSD, 

điều này cho thấy sự tham gia của nó vào quá trình sinh bệnh ở giai đoạn giữa và 

quá trình sửa chữa mô ở giai đoạn cuối (Ahmad và cs, 2023). 

IL-6 là một cytokine tiền viêm đa chức năng, một chất trung gian chính của 

các cơn bão cytokine, và kích thích cả đáp ứng miễn dịch bẩm sinh và thích nghi 

trong quá trình nhiễm vi rút tăng lên nhiều trong giai đoạn giữa và cuối của quá 

trình nhiễm vi rút LSD ở bò, cho thấy sự tham gia của cơn bão cytokine và sự gia 

tăng các phản ứng miễn dịch hiệu quả chống lại vi rút (Kamr và cs, 2022). 

IL-10 là một cytokine kháng viêm mạnh với đặc tính điều hòa miễn dịch, 

làm giảm biểu hiện của cytokine Th1 và đáp ứng miễn dịch của vật chủ trong quá 

trình nhiễm vi rút, do đó hạn chế khả năng thanh thải mầm bệnh và làm trầm trọng 

thêm bệnh lý, thay đổi không đáng kể trong giai đoạn đầu, giữa và cuối của nhiễm 

vi rút LSD, tương quan với sự gia tăng biểu hiện của các cytokine tiền viêm và tổn 
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thương mô, thể hiện rõ qua các dấu hiệu lâm sàng nghiêm trọng và tổn thương 

bệnh lý (Ahmad và cs, 2023). 

2.5. Đặc điểm dịch tễ học 

2.5.1. Vật chủ 

Vi rút gây bệnh da sần có tính đặc hiệu cao đối với vật chủ và chỉ gây bệnh 

ở các loài bò và trâu nước, trong khi các loài được thuần hóa khác như cừu, dê, lợn 

và ngựa không bị ảnh hưởng do tính đặc hiệu của vật chủ (Al Salihi, 2014; Kumar 

và cs, 2018). Mức độ nghiêm trọng của bệnh VDNC phụ thuộc vào yếu tố vật chủ 

và môi trường, mặc dù sự khác biệt về giống, tuổi và giới tính dường như không 

đóng vai trò trong việc xác định mức độ nghiêm trọng của bệnh (Al Salihi, 2014; 

Moudgil và cs, 2023). Một số nghiên cứu cho thấy bò dễ mắc bệnh và có các dấu 

hiệu lâm sàng nghiêm trọng hơn trâu nước. Trong đó bò có nguồn gốc từ Châu Âu 

(Bos Taurus), bò lai (Crossbreed) dễ mắc bệnh nặng hơn bò bản địa (Bos indicus) 

do đặc điểm da mỏng và sản lượng sữa cao. Bò zebu đực và các loại bò kéo thường 

dễ mắc bệnh hơn so với bò bản địa do làm việc như vật kéo, dẫn đến các vết trầy 

xước trên da và trở thành nơi thu hút vectơ. Bê con có xu hướng biểu hiện các dấu 

hiệu lâm sàng nghiêm trọng hơn so với bê trưởng thành (Gumbe, 2018; Sudhakar 

và cs, 2020). 

2.5.2. Tính kháng của vi rút LSD 

Các nghiên cứu gần đây về tính mẫn cảm và khả năng kháng thuốc của vi rút 

LSD cho thấy vi rút rất dễ bị ảnh hưởng bởi biến động về nhiệt độ (55–65°C) và 

pH (6,6–8,6) và kháng với nhiều thành phần vật lý và hóa học. Vi rút có khả năng 

chống lại quá trình bất hoạt và có thể tồn tại tới 35 ngày trong lớp vảy da khô, > 

33 ngày trong các nốt hoại tử da và ít nhất 18 ngày ở da khô trong không khí 

(Moudgil và cs, 2023). Vi rút có thể tồn tại trong môi trường trong thời gian dài 

hơn, đặc biệt là trong điều kiện tối tăm ở chuồng trại chăn nuôi bị ô nhiễm, nơi nó 

có thể tồn tại trong vài tháng. Bản chất tồn tại dai dẳng này khiến vi rút LSD trở 

thành mối đe dọa an ninh sinh học quan trọng đối với ngành chăn nuôi toàn cầu 

(Akther và cs, 2023). 
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2.5.3. Lây truyền 

Bệnh VDNC chủ yếu lây truyền theo con đường gián tiếp, với vật truyền 

bệnh là động vật chân đốt hút máu bao gồm ruồi, muỗi, ve, mòng (Sprygin và cs, 

2018a). Một số loài ruồi như ruồi chuồng trại (Stomoxys calictrans) và ruồi đốt 

(Biomyia fasciata); các loại muỗi như Culex mirificens, Aedes aegypti và 

Culicoides nubeculosus, thường liên quan đến việc lây truyền bệnh VDNC (Fagbo 

và cs, 2014). Ngoài ra, ruồi nhà (Musca domestica) và ruồi tsetse (Glossina sp.) 

cũng có thể đóng vai trò lây truyền vi rút LSD. Một số loài ve, mòng bao gồm 

Amblyomma hebraeum, Rhipicephalus appendiculatus và Rhipicephalus 

decoloratus cũng có thể đóng vai trò là vật trung gian cơ học truyền vi rút LSD 

(Sprygin và cs, 2019c). 

 

Hình 2.5. Sơ đồ minh hoạ con đường lây truyền của bệnh VDNC 

(Nguồn: Tuppurainen và cs, 2017b) 

Ngoài ra tiếp xúc trực tiếp với động vật bị nhiễm bệnh cũng đã được chứng 

minh là con đường lây truyền vi rút LSD (Magori-Cohen và cs, 2012). Một số 

nghiên cứu tại thực địa đã chỉ ra rằng việc lây truyền trực tiếp có thể xảy ra nhưng 

ở tốc độ và hiệu quả thấp (Sprygin và cs, 2019b). Động vật mắc bệnh thải vi rút 

qua các tổn thương da, dịch tiết mũi, miệng và mắt và lây truyền trực tiếp cho động 

vật khỏe mạnh qua việc sử dụng chung chậu đựng thức ăn, nước uống bị nhiễm 

các chất tiết của cơ thể vật bệnh. Nó cũng có thể lây truyền qua đường điều trị như 
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sử dụng chung các loại kim tiêm (Magori-Cohen và cs, 2012). Bò đang cho con bú 

cũng có thể truyền vi rút sang bê con do sữa bị nhiễm tổn thương da ở bầu vú. 

Vi rút VDNC có thể lây truyền dọc qua tinh dịch trong giao phối hoặc thụ 

tinh nhân tạo, cũng như từ mẹ sang bê con qua tử cung và dịch tiết sinh dục 

(Annandale và cs, 2014; Salib và Osman, 2011; Rouby và Aboulsoud, 2016). Việc 

lây nhiễm từ vùng này sang vùng khác, từ quốc gia này sang quốc gia khác thường 

được xác định là do sự di chuyển xuyên vùng, xuyên biên giới không được kiểm 

soát (Lubinga và cs, 2015). 

2.6. Chẩn đoán bệnh VDNC 

2.6.1. Chẩn đoán lâm sàng 

Trước hết, tiền sử lâm sàng, các dấu hiệu lâm sàng, tỷ lệ mắc bệnh và tỷ lệ 

chết có thể cung cấp một số cơ sở để chẩn đoán nhiễm LSD (Moudgil và cs, 2023). 

Các dấu hiệu lâm sàng đôi khi có thể bị nhầm lẫn với các bệnh lý gây tổn thương 

da khác, cần được xác nhận bằng xét nghiệm. Chẩn đoán sau khi chết cũng rất 

quan trọng. Các tổn thương dạng mụn nước được tìm thấy trên niêm mạc miệng 

và các phần khác nhau của đường tiêu hóa, khoang mũi, khí quản và phổi 

(Tuppurainen và cs, 2017). Các tổn thương cũng có thể xuất hiện ở tinh hoàn và 

bàng quang (Annandale và cs, 2014). Phù nề nghiêm trọng và các hạch bạch huyết 

trung thất sưng to. Viêm màng hoạt dịch và viêm bao gân kèm theo sự hình thành 

fibrin được phát hiện trong dịch hoạt dịch (Sanz-Bernardo và cs, 2020). Mẫu da từ 

động vật mắc bệnh có thể hữu ích cho chẩn đoán về mô bệnh học (Şevik và Doğan, 

2017). Do liên quan đến cơ, hoại tử đông máu nghiêm trọng (hoại tử Zenker) ở cơ 

dưới da có thể được quan sát thấy. Sự phì đại hạch bạch huyết có liên quan đến sự 

tăng sinh mô lympho, phù nề, sung huyết và xuất huyết (Mulatu và Feyisa, 2018). 

2.6.2. Chẩn đoán phòng thí nghiệm 

Theo khuyến cáo của Tổ chức Thú y Thế giới các xét nghiệm chẩn đoán 

trong phòng thí nghiệm được khuyến nghị để chẩn đoán khẳng định vi rút gây bệnh 

VDNC bao gồm: phân lập vi rút, phản ứng PCR truyền thống, real-time PCR và 

kính hiển vi điện tử. Một số xét nghiệm huyết thanh học như trung hòa vi rút 

(VNT), khuếch tán miễn dịch trên thạch (Agar gel immunodiffusion-AGID), xét 
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nghiệm kháng thể huỳnh quang gián tiếp (IFAT), phân tích Western blot và phản 

ứng ELISA (Moudgil và cs, 2023). 

Phương pháp PCR truyền thống và real-time PCR đều là những xét nghiệm 

nhanh, đơn giản và có độ nhạy cao và là xét nghiệm phổ biến nhất để phát hiện bộ 

gen vi rút từ các tổn thương da (vảy hoặc nốt sần), máu chống đông, nước bọt, dịch 

mũi, tinh dịch, sữa và mẫu nuôi cấy mô theo quy trình chuẩn dành riêng cho CaPV 

(Lamien và cs, 2011b). 

Các tế bào có nguồn gốc từ bò, cừu hoặc dê, đặc biệt là nuôi cấy sơ cấp hoặc 

thứ cấp các tế bào hạ bì bò, tế bào MDBK, tế bào tinh hoàn cừu (Lamb testis-LT) 

được coi là phù hợp cho sự phát triển của vi rút LSD. Bên cạnh đó, tế bào màng 

đệm của trứng gà có phôi và tế bào thận khỉ xanh châu Phi (Vero) cũng đã được 

sử dụng để cho sự nhân lên vi rút LSD (WOAH, 2021a). 

Quan sát hình ảnh được chụp từ kính hiển vi điện tử cho thấy vi rút có hình 

viên gạch, được bao phủ bởi các phần tử hình ống ngắn và virion capripox có kích 

thước khoảng 290 × 270 nm được quan sát rõ ràng với chất nền pioloform-carbon. 

Tuy nhiên, phương pháp này bị hạn chế ở khả năng phân biệt VDNC với các loài hoặc 

giống orthopox khác (WOAH, 2021a; Moudgil và cs, 2023). 

Phát hiện kháng thể ở gia súc bị nhiễm bệnh hoặc phục hồi bằng xét nghiệm 

VNT thành công trong khoảng thời gian từ 2 ngày sau khi nhiễm bệnh và khoảng 

7 tháng sau khi nhiễm bệnh. Xét nghiệm IFAT được sử dụng để phát hiện hiệu giá 

kháng thể lên tới 1/5.000 trong huyết thanh của động vật đang hồi phục. Tuy nhiên, 

hạn chế của phương pháp về phản ứng chéo với vi rút đậu bò chứ không phải với 

vi rút parapox (Tuppurainen và Oura, 2012). Xét nghiệm AGID không được 

khuyến khích do phản ứng chéo của vi rút LSD với vi rút gây bệnh viêm miệng 

sẩn ở bò và vi rút đậu bò giả dẫn đến kết quả dương tính giả (Sprygin và cs, 2019c). 

Các bộ kít ELISA thương mại được WOAH khuyến cáo sử dụng phát hiện kháng 

thể trong máu của gia súc nghi mắc bệnh VDNC (WOAH, 2021a). Tuy nhiên 

ELISA không thể phân biệt giữa các kháng thể chống lại các loại vi rút như vi rút 

LSD, vi rút gây bệnh đậu dê và đậu cừu trong huyết thanh và huyết tương (Selim 

và cs, 2021). Nghiên cứu hóa mô miễn dịch cho thấy sự hiện diện 
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của kháng nguyên vi rút LSD trong tế bào chất của lớp tế bào đáy biểu bì, đặc biệt 

là ở các tế bào gai (Amin và cs, 2021). 

2.6.3. Chẩn đoán phân biệt 

Do có một số bệnh khác có tổn thương da tương tự VDNC, nên chẩn đoán 

phân biệt là rất quan trọng. Bệnh da sần giả do vi rút herpes 2 ở bò (BHV2) gây ra, 

gây tổn thương da nông và đặc trưng bởi diễn biến bệnh ngắn. Bệnh đậu bò giả 

(Para poxvirus) được phân biệt với tổn thương VDNC bởi vị trí nhiễm trùng, chủ 

yếu ở núm vú và bầu vú. Vi rút đậu bò và vi rút đậu bò (Ortho poxvirus) cũng gây 

ra các tổn thương tại vị trí cụ thể trên núm vú, bầu vú và mõm và có bản chất lây 

truyền từ động vật sang người. Bệnh do Dermatophilus congolensis và Hypoderma 

bovis gây ra có thể gây nhầm lẫn do có điểm tương đồng với VDNC. Tuy nhiên, 

các tổn thương bị sưng tấy và xói mòn nghiêm trọng, ấu trùng tiếp xúc với da ở 

lưng động vật. Có thể gây liệt phần thân dưới và chân khi tủy sống bị ảnh hưởng. 

Bệnh giun chỉ Onchocercosis và Demidocosis là các vấn đề về da được đặc trưng 

bởi sự hiện diện của ký sinh trùng và chúng thường có vị trí cụ thể. Có các phản 

ứng quá mẫn khác (nhạy cảm với ánh sáng, côn trùng và nhện cắn), có thể gây 

nhầm lẫn với các tổn thương VDNC. Việc phân biệt các bệnh này có thể được thực 

hiện thông qua PCR và các xét nghiệm đặc hiệu kháng nguyên hoặc kháng thể 

khác (Al-Salihi, 2014; Akther và cs, 2023). 

2.7. Kiểm soát dịch bệnh 

2.7.1. Vắc xin phòng bệnh 

Theo tổ chức Thú y Thế giới, việc tiêm phòng thích hợp có thể kiểm soát 

bệnh VDNC bằng cách mang lại khả năng miễn dịch tốt cho gia súc chống lại vi 

rút gây bệnh. Hiện nay, có hai loại vắc xin nhược độc phòng bệnh VDNC bao gồm 

vắc xin đồng chủng (vắc xin có thành phần kháng nguyên là vi rút LSD chủng 

nhược độc) và vắc xin dị chủng (vắc xin có thành phần kháng nguyên dựa trên vi 

rút đậu cừu và đậu dê) đã được sử dụng để kiểm soát có hiệu quả các đợt dịch 

VDNC bùng phát ở nhiều quốc gia trên thế giới trong đó có Việt Nam (Tran và cs, 

2021a; Tuppurainen và cs, 2021a). Các loại vắc xin dị chủng thường chỉ được sử 

dụng làm lựa chọn thay thế vắc xin đồng chủng ở những khu vực nơi xảy ra đồng 
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thời cả bệnh VDNC và các bệnh đậu ở cừu và dê. Tuy nhiên, đối với loại vắc xin 

này cần phải thử nghiệm trước khi đưa vào sử dụng đối với trâu bò (Khan và cs, 

2021; Tuppurainen và cs, 2021a). 

Các chủng vi rút nhược độc trong các loại vắc xin hiện nay phổ biến là chủng 

Neethling của Nam Phi và chủng đậu cừu và dê Kenya (KSGP) O-240 và O-180. Vắc 

xin chủng Neethling Nam Phi có phản ứng miễn dịch mạnh mẽ, lâu dài và có hiệu 

quả cao trong việc phòng bệnh, tuy nhiên vắc xin có thể gây ra một số tác dụng 

phụ (Gumbe, 2018). Vắc xin Neethling có thể gây ra phản ứng da cục bộ tại nơi 

tiêm hoặc giảm sản lượng sữa ở bò đang cho con bú, thường được gọi là “Phản ứng 

của Neethling” (Tuppurainen và cs, 2017a). Một số nghiên cứu đã báo cáo rằng vi 

rút vắc xin được phát hiện từ các nốt sần trên da, máu và sữa của gia súc được tiêm 

vắc xin Neethling (Tuppurainen và cs, 2021a). Vắc xin KSGP O-240 và O-180 đã 

được sử dụng để phòng bệnh VDNC ở Somali Peninsula, Israel và Ai Cập (Ayelet 

và cs, 2014). Tuy nhiên, tỷ lệ bảo hộ đối với vắc xin dị chủng này thấp hơn so với 

vắc xin nhược độc chủng Neethling (Tuppurainen và cs, 2021a). Ngoài ra, chủng vi 

rút đậu mùa Gorgan, chủng SPPV của Romania và chủng SPPV RM65 của Nam Tư 

(vắc xin dựa trên vi rút bệnh đậu dê, đậu cừu) được sử dụng làm vắc xin dị chủng 

chống lại vi rút gây bệnh VDNC. Các loại vắc xin dị chủng này thường có giá 

thành thấp hơn so với vắc xin đồng chủng do yêu cầu số lượng đời chuyển tiếp để 

giảm độc lực ít hơn (Lamien và cs, 2011b). Các loại vắc xin khác đồng chủng vẫn 

được khuyến cáo sử dụng cho phòng bệnh VDNC hơn là các loại vắc xin dị chủng. 

Vắc xin bất hoạt tạo ra thời gian miễn dịch ngắn hơn và có thể được ưu tiên 

sử dụng như một loại vắc xin dự phòng thay thế ở các quốc gia có nguy cơ cao 

nhưng chưa từng xuất hiện bệnh VDNC (Boumart và cs, 2016; Tuppurainen và cs, 

2021a). Vắc xin bất hoạt có thể được trộn với các kháng nguyên khác để tạo ra 

miễn dịch đa giá có thể được tiêm ở những vùng có sự lưu hành của nhiều mầm 

bệnh khác nhau. Ngoài ra, vắc xin bất hoạt có thể được sử dụng vào giai đoạn cuối 

trong kế hoạch ban đầu sử dụng vắc xin sống để loại trừ bệnh (Hamdi và cs, 2020b). 

Việc tiêm chủng lâu dài với độ bao phủ tối thiểu là 80% là bắt buộc để kiểm soát 
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và phòng ngừa dịch bệnh (Tuppurainen và cs, 2021a). Tiêm phòng vắc xin bất 

hoạt, lần tiêm chủng đầu tiên bao gồm hai mũi tiêm cách nhau một tháng và sau 

đó cần tiêm lại sáu tháng một lần để duy trì khả năng miễn dịch (Sprygin và cs, 

2020a). 

Tại Việt Nam, ngay sau khi dịch bệnh VDNC xuất hiện, việc áp dụng 

chương trình tiêm phòng vắc xin, đặc biệt các loại vắc xin sống nhược độc chủng 

Neethling, đã được lựa chọn để khống chế sự lây lan của dịch bệnh. Bằng việc áp 

dụng chương trình vắc xin này, dịch bệnh đã được kiểm soát một cách kịp thời. 

Hiện nay, có 4 loại vắc xin phòng bệnh VDNC đã được Bộ Nông nghiệp và Môi 

trường cấp phép lưu hành tại Việt Nam, trong đó có 2 loại vắc xin nhập khẩu và 2 

loại vắc xin sản xuất trong nước. 

2.7.2. Chất khử trùng 

Việc sử dụng chất khử trùng đóng vai trò quan trọng trong kiểm soát và 

ngăn ngừa sự lây lan của vi rút. Hiệu quả khử trùng phụ thuộc vào nhiều yếu tố 

liên quan đến điều kiện sử dụng cũng như đặc điểm sinh học của vi rút. 

Các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu quả khử trùng đã được ghi nhận gồm: thời 

gian tiếp xúc, nồng độ hoạt chất, đặc điểm vi rút và điều kiện môi trường. Một số 

phản ứng khử trùng diễn ra nhanh hơn ở nhiệt độ cao, trong khi ở nhiệt độ thấp 

hiệu quả bất hoạt có thể suy giảm đáng kể. Ngoài ra, độ ẩm và pH môi trường cũng 

tác động đến khả năng thấm và phản ứng của chất khử trùng (Lin và cs, 2020). Bên 

cạnh đó, tính mẫn cảm của vi rút đối với chất khử trùng có sự khác biệt rõ rệt theo 

đặc điểm cấu trúc. Nhìn chung, vi rút có màng bao dễ bị bất hoạt nhất do lớp lipid 

vỏ ngoài nhạy cảm với các dung môi và tác nhân ưa mỡ. Vi rút không có màng 

bao thường bền vững hơn, trong đó nhóm vi rút nhỏ không có màng bao được xem 

là khó bất hoạt nhất, đòi hỏi tác nhân hóa học gây biến tính protein capsid hoặc các 

protein sao chép thiết yếu (Lin và cs, 2020). 

Các nhóm chất khử trùng được sử dụng phổ biến trong thực tiễn bao gồm: 

- Cồn (ethanol, isopropanol): có phổ khử khuẩn rộng, hiệu quả cao với vi 

rút có màng bao và một số vi rút không có màng bao, đặc biệt khi sử dụng ở nồng 
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độ 60–90% (Kariwa và cs, 2006). Ưu điểm là bay hơi nhanh, ít độc tính và dễ sử 

dụng (Lin và cs, 2020). 

- Chất hoạt động bề mặt: bao gồm các hợp chất cation, anion, không ion và 

lưỡng tính. Cơ chế chính là phá vỡ lớp lipid của màng bao hoặc tương tác với 

protein capsid, qua đó làm giảm khả năng lây nhiễm (Tsujimura và cs, 2015; 

Romanowski và cs, 2019). 

- Chất oxy hóa: natri hypoclorit và hydrogen peroxide là những đại diện 

tiêu biểu. Natri hypoclorit có khả năng oxy hóa mạnh nhưng giảm hiệu quả khi có 

nhiều chất hữu cơ. Hydrogen peroxide ở nồng độ đủ cao (13%, 5 phút) có thể bất 

hoạt đồng đều cả vi rút có và không có màng bao (Conley và cs, 2017). 

- Hợp chất halogen: povidone-iodine là chất diệt vi rút phổ rộng, giải phóng 

iốt dần dần, được ứng dụng rộng rãi trong y tế như sát trùng da, dung dịch súc 

miệng hoặc dung dịch rửa tay (Eggers và cs, 2019). 

- Phenol và dẫn xuất halogen hóa: có khả năng phá hủy màng tế bào và cấu 

trúc sinh học của vi rút. Tuy nhiên, ở nồng độ cao phenol có tính ăn mòn mạnh, 

chủ yếu thích hợp để khử trùng thiết bị hoặc vật liệu khó xử lý (Olanrewaju và cs, 

2024; Aranke và cs, 2021). 

- Aldehyde (formaldehyde): là chất khử trùng mức độ cao, có khả năng bất 

hoạt nhanh nhiều loại vi rút thông qua alkyl hóa nhóm amino và sulfhydryl của 

protein cũng như các base nucleic. Formaldehyde đã được sử dụng trong sản xuất 

vắc xin và nghiên cứu khoa học (Möller và cs, 2015). Tuy nhiên, do độc tính cao, 

nguy cơ gây đột biến và ung thư, việc sử dụng cần được kiểm soát nghiêm ngặt 

(Rovira và cs, 2016). 
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PHẦN 3. NỘI DUNG, VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

3.1. Nội dung nghiên cứu 

Nội dung 1: Nghiên cứu xác định sự có mặt của vi rút LSD từ mẫu bệnh 

phẩm thực địa thuộc vùng Bắc Trung Bộ 

Nội dung 2: Nghiên cứu đặc tính sinh học phân tử của một số chủng vi rút 

gây bệnh viêm da nổi cục đang lưu hành tại vùng Bắc Trung Bộ. 

Nội dung 3: Nghiên cứu đặc tính sinh học của chủng vi rút LSD gây bệnh 

viêm da nổi cục đang lưu hành tại vùng Bắc Trung Bộ 

Nội dung 4: Đánh giá sự mẫn cảm của một số chất sát trùng thông dụng đối 

với chủng vi rút LSD gây bệnh viêm da nổi cục phân lập tại vùng Bắc Trung Bộ 

3.2. Vật liệu dùng trong nghiên cứu 

- Mẫu bệnh phẩm: U cục ở da, dịch mũi, miệng, máu và các cơ quan phủ 

tạng trâu, bò mắc hoặc nghi mắc 

- Các loại chất sát trùng (9 loại): Sodium dodecyl sulfate 0.8%, Iodine 3%, 

Formandehyde 1%, Chloroform 5%, Ether 20%, Phenol 2%, NaOH 3%, Amonium 

0.5%, Virkon S 2% 

Hóa chất và dụng cụ: QIAamp Viral DNA Mini Kit 250 (Qiagene), 

Perfecta Multiplex qPCR SuperMix (Quantabio), Kit PCR, Môi trường nuôi cấy 

tế bào MEM, tê bào MDBK, chai nuôi cấy tế bào các loại, ống Eppendorf 1,5ml, 

0,2ml các loại, ống facol 15 ml và 50 ml, pipet tip 10, 100,200,1000 µl 

Máy móc trang trang thiết bị sử dụng trong nghiên cứu: Buồng cấy vô 

trùng, Máy PCR, real time PCR, kính hiển vi soi ngược, máy Nanodrop, máy ủ 

nhiệt khô, Bộ điện di DNA (Advance Tech), Máy soi chụp ảnh gel… 

3.3. Đối tượng nghiên cứu 

-Vi rút LSD 

- Trâu, bò nghi mắc bệnh VDNC tại vùng Bắc Trung Bộ 

3.4. Địa điểm và thời gian nghiên cứu 

- Bộ môn Hóa sinh - Miễn dịch, VIỆN CHĂN NUÔI VÀ THÚ Y VIỆT NAM; 

- Chi cục Chăn nuôi và Thú y vùng III – Cục Chăn nuôi và Thú y 
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- Các tỉnh thuộc vùng Bắc Trung Bộ bao gồm: Thanh Hóa, Nghệ An, Hà 

Tĩnh, Quảng Trị (bao gồm Quảng Trị và Quảng Bình cũ) và Thừa Thiên Huế. 

- Thời gian nghiên cứu: Từ tháng 12/2021 đến tháng 06/2025 

3.5. Phương pháp nghiên cứu 
 

 

Hình 3.1. Sơ đồ thực hiện nghiên cứu 

3.5.1. Bố trí thí nghiệm 

Các thí nghiệm được bố trí theo từng nội dung nghiên cứu và các phương 

pháp tương ứng để thực hiện. Tóm tắt bố trí thí nghiệm được trình bày ở 3.1. 

Bảng 3.1. Bố trí thí nghiệm theo nội dung nghiên cứu 
 

TT Bố trí thí nghiệm và phương pháp nghiên cứu 

Nội dung 1: Nghiên cứu xác định sự có mặt của vi rút LSD thuộc vùng 

Bắc Trung Bộ 

1 Phương pháp mổ khám, lấy mẫu, xử lý bệnh phẩm 

2 Phương pháp chiết tách DNA 

3 Phương pháp real-time PCR 
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Nội dung 2: Nghiên cứu đặc tính sinh học phân tử của các chủng vi rút gây 

bệnh viêm da nổi cục đang lưu hành tại vùng Bắc Trung Bộ. 

1 Phương pháp tách chiết DNA 

2 Phương pháp real-time PCR 

3 Phương pháp PCR khuếch đại toàn bộ các gen 

4 Giải trình tự Sanger 

5 Next Genration Sequencing (NGS) 

6 Phần mềm BioEdit, FinchTV, DNAStar (Lasergen), MEGA7 

Nội dung 3: Nghiên cứu đặc tính sinh học của chủng vi rút đặc trưng đang 

lưu hành tại vùng Bắc Trung Bộ 

1 Phương pháp nuôi cấy tế bào 

2 Phương pháp phân lập vi rút 

3 Phương pháp xác định hiệu giá vi rút TCID50 (50% Tissue Culture Infective 

Dose) 

4 Phản ứng trung hòa vi rút (Vi rút Neutralization Test - VNT) 

5 Gây nhiễm trên động vật 

 
Lô đối chứng 

Lô tiêm 106 

TCID50/mL 

Lô tiêm 106.5 

TCID50/mL 

Lô tiêm 107 

TCID50/mL 

3 bê (4-6 tháng 

tuổi) 

3 bê (4-6 tháng 

tuổi) 

3 bê (4-6 tháng 

tuổi) 

3 bê (4-6 

tháng tuổi) 

Lấy máu và dịch tiết (1, 3, 5, 7, 10, 14 và 21 ngày sau gây nhiễm) 

Mổ khám (11, 15, 21 ngày sau gây nhiễm 

6 Phương pháp lấy mẫu 

7 Phương pháp mổ khám 

8 Phương pháp real-time PCR 

9 Đánh giá biểu hiện Cytokine trên tế bào MDBK 

 Đối chứng Chủng LS16 Chủng NA06 

Không gây nhiễm Liều gây nhiễm 0.01 MOI 
Liều gây nhiễm 0.01 

MOI 

Kiểm tra 1h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h 

Đánh giá IFNγ, TNFα, IL-10, IL-1α, TGFß1 và IL-6 mRNA 

10 Đánh giá biểu hiện Cytokine trên động vật thí nghiệm 
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 Đối chứng Chủng LS16 Chủng NA06 

4-6 tháng tuổi 4-6 tháng tuổi 4-6 tháng tuổi 

Không gây nhiễm 
Liều gây nhiễm 1x106.5 

TCID50/mL 

Liều gây nhiễm 1x106.5 

TCID50/mL 

Lấy máu (0, 7, 14, 21 và 28 sau thí nghiệm) 

Đánh giá IFNγ, TNFα, IL-10, IL-1α, TGFß1 và IL-6 mRNA 

11 Phân tích dữ liệu và xử lý thống kê (phần mềm IBM SPSS) 

Nội dung 4: Đánh giá sự mẫn cảm của một số chất sát trùng thông dụng đối 

với chủngvi rút LSD phân lập tại vùng Bắc Trung Bộ 

 
 

Tên chất sát 

trùng 

Đối chứng âm Thí nghiệm Đối chứng dương 

 

Nước 

Chủng NA06 

liều 1 × 106 

TCID50/mL 

Chủng NA06 liều 1 × 

106 TCID50/mL 

Sodium dodecyl 

sulfate 0,8% 

Không sử dụng 

hóa chất 

Sử dụng hóa 

chất. Thời 

gian thực 

hiện (30 phút, 

60 phút, 180 

phút) 

Không sử dụng hóa chất 

Iodine 3% 

Formalin 1% 

Chloroform 5% 

Ether 20% 

Phenol 2% 

NaOH 3% 

Ammonium 

0,5% 

Virkon 2% 

1 Phương pháp chuẩn độ vi rút ( TCID50) 

2 Phản ứng trung hòa vi rút (Virus Neutralization Test - VNT) 

3 Phân tích dữ liệu và xử lý thống kê (phần mềm IBM SPSS) 

3.5.2. Phương pháp thu thập và xử lý mẫu bệnh phẩm 

Quy trình thu thập và xử lý mẫu bệnh phẩm được tiến hành theo các hướng 

dẫn và quy chuẩn hiện hành (TCVN 8402:2010; QCVN 01-83:2011/BNNPTNT; 

QCVN 01-41:2011). Động vật nghi mắc bệnh được mổ khám bằng cách rạch cơ 

hoành và cơ thành bụng phía phải giáp cột sống đến xoang chậu để quan sát xoang 
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bụng, dịch thể và bề mặt các cơ quan nội tạng. Các loại bệnh phẩm bao gồm nốt 

sần, u cục trên da và niêm mạc, hạch lympho, lách, phổi, u cục đường hô hấp, dịch 

khớp, dịch tiết mũi – miệng và máu tĩnh mạch cổ hoặc động mạch đuôi. Mẫu được 

thu bằng dụng cụ vô trùng, bảo quản riêng biệt từng con, từng loại mẫu trong lọ 

chứa vô trùng, đặt trong thùng bảo ôn và vận chuyển ở nhiệt độ 2-8°C đến phòng 

thí nghiệm trong vòng 24 giờ; trường hợp bảo quản lâu hơn, mẫu được lưu giữ ở 

nhiệt độ đông băng (-20°C đến -80°C). Huyết thanh được giữ ở 4–8°C tối đa 7 

ngày trước khi bảo quản dài hạn ở -20°C đến -80°C. 

Động vật sau mổ khám được tiêu hủy bằng phương pháp chôn hoặc đốt, 

đồng thời toàn bộ dụng cụ, quần áo bảo hộ, phương tiện vận chuyển và môi trường 

xung quanh được tiêu độc khử trùng theo QCVN 01-41:2011. Đối với bệnh phẩm 

mô (hạch lympho, u cục, lách, phổi), mẫu được cắt nhỏ, nghiền trong dung dịch 

PBS vô trùng để tạo huyễn dịch 10%, sau đó ly tâm 1.500 g trong 10 phút và thu 

dịch nổi. Các mẫu dịch tiết, máu và dịch khớp cũng được xử lý theo quy trình 

tương tự. Dịch nổi được sử dụng cho các xét nghiệm chẩn đoán vi rút LSD bằng 

real-time PCR và phân lập vi rút theo hướng dẫn của WOAH (2021a). 

3.5.3. Chẩn đoán sinh học phân tử 

Phương pháp tách chiết DNA: 

Quá trình tách chiết DNA được thực hiện bằng bộ kít QIAgen DNA 

Extraction theo hướng dẫn của nhà sản xuất với các bước như sau: Đầu tiên, 20 µL 

protease (proteinase K) được bổ sung vào ống eppendorf 1,5 mL. Tiếp theo, 200 

µL mẫu bệnh phẩm (huyễn dịch 10% phủ tạng, huyết thanh hoặc máu toàn phần) 

được thêm vào ống, sau đó thêm 200 µL Buffer AL và vortex trong 15 giây để 

đồng nhất hỗn hợp. Mẫu được ủ ở 56°C trong 10 phút để ly giải tế bào và giải 

phóng DNA và được ly tâm ngắn để thu dịch nổi. Ethanol 100% (200 µL) được 

thêm vào để kết tủa DNA, hỗn hợp được đảo nhẹ và ly tâm lại. Dịch nổi được 

chuyển sang cột tách chiết và ly tâm ở 8.000 rpm trong 1 phút để gắn DNA vào 

màng silica. Cột được rửa hai lần bằng Buffer AW1 và AW2 với các bước ly tâm 

tương ứng (8.000 rpm/1 phút và 14.000 rpm/3 phút) để loại bỏ tạp chất. Cuối cùng, 

DNA được rửa bằng 100–200 µL Buffer AE, được ủ ở nhiệt độ phòng trong 1 phút 
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và ly tâm để thu dịch chứa DNA tinh khiết. Mẫu DNA được bảo quản ở 4°C nếu 

sử dụng ngay hoặc ở -20°C để lưu trữ lâu dài. 

Phương pháp real-time PCR phát hiện vi rút LSD: 

Mồi xuôi LSDV-F1 (5’-CAA AAA CAA TCG TAA CTA ATC CA-3’), 

mồi ngược LSDV-R1 (5’-TGG AGT TTT TAT GTC ATC GTC-3’) và Probe gắn 

huỳnh quang FAM (5’-FAM-TCG TCG TCG TTT AAA ACT GA-BHQ1-3’) 

được sử dụng để khuếch đại đoạn gen đích (WOAH, 2021a). Phản ứng được thiết 

lập với 20 µl Master mix và 5 µl DNA mẫu, cùng với các đối chứng dương (DNA 

chuẩn vi rút LSD có giá trị Ct đã biết) và đối chứng âm (nước không chứa 

nuclease). Quy trình nhiệt gồm biến tính ban đầu ở 95°C trong 5 phút, tiếp theo là 

40 chu kỳ gồm 95°C trong 15 giây và 60°C trong 60 giây. Kết quả được xác định 

dựa trên giá trị Ct, trong đó mẫu có Ct < 40 được coi là dương tính, trong khi mẫu 

không có tín hiệu là âm tính. Phản ứng chỉ được công nhận khi đối chứng dương 

cho giá trị Ct nằm trong khoảng mong đợi (± 2 Ct) và đối chứng âm không có tín 

hiệu. Các mẫu nghi ngờ cần được kiểm tra lại hoặc xác minh bằng phương pháp 

khác để đảm bảo độ chính xác. 

Phương pháp PCR khuếch đại các gen p32, RPO30 và GPCR: 

Trình tự mồi khuếch đại 192pb của gen p32 (Ireland và Binepal, 1988) 

5′-TTTCCTGATTTTTCTTACTAT-3′ 

5′-AAATTATATACG TAAATAAC3′ 

Trình tự các cặp mồi khuếch đại toàn bộ gen32, RPO30 và GPCR (Tran và cs, 

2021; El-Bagoury và cs, 2023): 

LSDV-P32-F 5’- CTA AAA TTA GAG AGC TAT ACT TCT T -3’ 

LSDV-P32-R 5’- CGA TTT CCA TAA ACT AAA GTA -3’ 

LSDV-RPO30-F 5’-CTC TGT TCC AAA CTA AAT CAT -3’ 

LSDV-RPO30-R 5’-TTT TTG TAT TAC CAA TTT CTG -3’ 

LSDV-GPCR-F 5’-TTA AgT AAA gCA TAA CTC CAA CAA AAA Tg -3’ 

LSDV-GPCR-R 5’-TTT TTT TAT TTT TTA TCC AAT gCT AAT ACT -3 

Hỗn hợp Master mix (22.5 µl) được cho vào ống PCR 0.2 ml, sau đó bổ sung 

2.5 µl DNA mẫu (đối với mẫu thử), DNA dương chuẩn của vi rút LSD (đối chứng 
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dương) hoặc nước tinh khiết (đối chứng âm). Các ống PCR được đặt trong khay đá 

để duy trì nhiệt độ thấp trong suốt quá trình chuẩn bị, nhằm tránh phân hủy các thành 

phần phản ứng. Phản ứng PCR được chạy trên máy theo chu trình nhiệt phù hợp, bao 

gồm các bước biến tính, gắn mồi và kéo dài. 

Sau khi hoàn thành PCR, sản phẩm được điện di trên gel agarose 2% trong 

đệm TAE (Tris-acetate-EDTA) ở điện thế 100V trong 30 phút. Gel sau đó được 

nhuộm bằng Ethidium Bromide trong 10 phút và quan sát dưới đèn UV 

(Ultraviolet). Kết quả được xác định dựa trên sự xuất hiện của băng DNA: mẫu 

dương tính sẽ cho một băng sáng duy nhất ở vị trí 192 bp, tương ứng với kích thước 

đoạn DNA đích của vi rút LSD. Phản ứng được công nhận khi đối chứng dương 

hiển thị băng rõ ràng tại vị trí 192 bp, và đối chứng âm không có băng. Trường 

hợp mẫu nghi ngờ (băng mờ), cần lặp lại phản ứng hoặc sử dụng phương pháp xác 

minh khác. 

Phản ứng PCR nhân gen sử dụng bộ kit GoTaq Green 2X Master Mix 

(Promega, Hoa Kỳ) với cặp mồi nhân các gen chỉ báo (gentics marker) là p32, 

RPO30 và GPCR gens cho vi rút gây bệnh VDNC với sản phẩm PCR lần lượt là 

390 bp, 1.3kb và 1.1kb. Chu trình nhiệt được thực hiện theo các công bố trước đây 

(Agianniotaki và cs, 2017; Agianniotaki EI và cs, 2017; Sprygin và cs 2018; 

Sprygin và cs, 2019; WOAH, 2021a; Sudhakar và cs, 2023). Sản phẩm PCR được 

điện di trên Agarose 2% và hiển thị trên đèn UV. 

3.5.4. Giải trình tự và phân tích di truyền 

Sản phẩm PCR (40 µl) được điện di trên gel agarose 1.5% trong đệm TAE 1x, 

cùng với mẫu đối chứng dương và DNA ladder (7 µl). Quá trình điện di được thực hiện 

ở 100 V trong 30 phút. Sau đó, gel được nhuộm với Ethidium Bromide (10 phút) và 

quan sát dưới đèn UV để xác định vị trí băng DNA mong muốn. 

Băng DNA dương tính được cắt khỏi gel và cân để xác định khối lượng. Gel 

được hòa tan trong QG buffer (tỉ lệ 1:3 so với khối lượng gel) và ủ ở 55°C trong 

10 phút, đồng thời trộn đều mỗi 3 phút. Sau khi gel tan hoàn toàn, 1 thể tích cồn 

99% được thêm vào, hỗn hợp vortex trong 10 giây rồi chuyển sang cột lọc. DNA 

được gắn vào màng silica bằng cách ly tâm ở 13.000 vòng/phút trong 1 phút. Cột 
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được rửa hai lần: đầu tiên với 500 µl QG buffer, sau đó với 750 µl PE buffer, mỗi lần 

ly tâm 1 phút ở 13.000 vòng/phút. Để loại bỏ hoàn toàn dung dịch rửa, cột được ly tâm 

thêm 1 phút. Cuối cùng, DNA được rửa bằng 30 µl nước không chứa DNAse, ủ ở nhiệt 

độ phòng 1 phút trước khi ly tâm thu dịch chứa DNA 

Nồng độ DNA được xác định bằng máy NanoDrop, đo độ hấp thụ ở bước 

sóng 260 nm và 280 nm. Chỉ số A260/A280 trong khoảng 1.8–2.0 cho thấy DNA 

sạch, không nhiễm protein hoặc tạp chất. Sau khi tinh sạch, DNA của vi rút LSD 

được giải trình tự bằng phương pháp Sanger tại công ty 1st Base (Malaysia). 

Việc tách chiết DNA phục vụ cho giải trình tự toàn bộ đoạn gen sử dụng kít 

QIAgen DNA Extraction Kit (QIAgen) theo hướng dẫn của nhà sản xuất được mô 

tả tại mục (2.5.3). Yêu cầu DNA vi rút LSD cần phải đạt nồng độ tối thiểu là 50 

ng/µL, thể tích tối thiểu là 30 µL, và độ tinh khiết với OD 260/280 = 1.8 – 2.0. 

DNA vi rút chạy trên agarose gel không đứt đoạn, không tạp và chỉ cho 1 băng duy 

nhất. 

Để giải trình tự toàn bộ genome của vi rút, sử dụng phương pháp Next 

Genration Sequencing (NGS) theo sơ đồ dưới đây: 

 

Hình 3.2. Các bước thực hiện giải trình tự toàn bộ genome vi rút 

Dữ liệu trình tự thu được sẽ được phân tích dựa trên cơ sở dữ liệu công bố 

trên Ngân hàng gen NCBI (GenBank), sử dụng công cụ BLAST (Basic Local 
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Alignment Search Tool) để xác định mức độ tương đồng với các chủng vi rút LSD 

đã được báo cáo trước đó. Quá trình phân tích chi tiết được thực hiện bằng các 

phần mềm chuyên dụng sau: 

- BioEdit và FinchTV được sử dụng để kiểm tra chất lượng trình tự, hiệu 

chỉnh lỗi, và xác định các vị trí đột biến. 

- DNAStar (Lasergen) hỗ trợ so sánh sự tương đồng và khác biệt giữa các 

chủng VDNC phân lập tại Việt Nam với các chủng tham chiếu trên thế giới. 

- Phần mềm MEGA7 dùng để phân tích cây phát sinh, phả hệ các chủng vi 

rút LSD đang lưu hành tại Việt Nam bằng phương pháp Neighbor-Joining với giá 

trị bootstrap 1000 lần lặp. 

3.5.5. Phương pháp nuôi cấy tế bào và phân lập vi rút 

Tế bào MDBK được bảo quản trong nitơ lỏng (-196°C) được giải đông 

nhanh trong nước ấm 37°C trong 2 phút nhằm hạn chế tổn thương tế bào do hình 

thành tinh thể đá. Sau khi giải đông, hỗn dịch tế bào được chuyển vào ống ly tâm 

15 mL chứa sẵn 5 mL môi trường DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

để pha loãng chất bảo quản. Hỗn hợp sau đó được ly tâm ở 1000 vòng/phút trong 

10 phút để thu cặn tế bào, đồng thời loại bỏ dịch nổi chứa glycerol hoặc DMSO 

(Dimethyl sulfoxide). Cặn tế bào được hồi sinh trong 1 mL môi trường DMEM có 

bổ sung kháng sinh, kháng nấm và 10% huyết thanh bào thai bê (Fetal Bovine 

Serum - FBS) nhằm tăng cường khả năng bám dính và phục hồi. Hỗn dịch tế bào 

sau đó được chuyển vào chai nuôi T25 với tổng thể tích môi trường 6 mL và ủ ở 

điều kiện 37°C, 5% CO2 để duy trì pH ổn định. Quá trình nuôi cấy được theo dõi 

hàng ngày bằng kính hiển vi để đánh giá khả năng bám dính, hình thái tế bào và 

mật độ tăng trưởng, từ đó xác định thời điểm thay môi trường hoặc cấy chuyển 

thích hợp (Fay và cs, 2020). 

Quá trình cấy chuyển tế bào MDBK được thực hiện khi tế bào đạt độ phủ 

khoảng 90% bề mặt đáy chai nuôi, theo các bước sau: Đầu tiên, môi trường nuôi 

cấy cũ được loại bỏ hoàn toàn và bề mặt tế bào được rửa sạch bằng PBS 1X để loại 

bỏ các thành phần còn sót lại. Tiếp theo, bổ sung 1ml dung dịch trypsin vào chai 

nuôi T25, trải đều trên bề mặt và ủ ở 37°C trong 4 phút để tách tế bào khỏi bề mặt. 
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Khi tế bào co tròn và bong ra, tiến hành vỗ nhẹ chai để thu nhận tế bào. Dung dịch 

tế bào sau đó được trung hòa bằng 5ml môi trường DMEM có bổ sung huyết thanh, 

sau đó chuyển toàn bộ hỗn dịch vào ống ly tâm. Ly tâm ở tốc độ phù hợp để thu 

cặn tế bào, phần dịch nổi được loại bỏ. Cặn tế bào được hòa tan trong môi trường 

nuôi cấy mới và phân bổ đều vào các chai nuôi T25 mới với tỷ lệ pha loãng thích 

hợp. Cuối cùng, các chai nuôi được đưa vào tủ ấm duy trì ở điều kiện 37°C, 5% 

CO2 và theo dõi hàng ngày bằng kính hiển vi để đánh giá sự phát triển và hình thái 

tế bào (Fay và cs, 2020). 

Ban đầu, vi rút LSD được pha loãng 1/10 trong môi trường DMEM không 

bổ sung huyết thanh. Hỗn dịch vi rút sau đó được bổ sung vào lớp tế bào MDBK 

đã phát triển ổn định và ủ ở điều kiện 37°C, 5% CO2 trong 18-24 giờ để vi rút xâm 

nhập tế bào. Sau thời gian ủ, môi trường chứa vi rút được loại bỏ hoàn toàn và bề 

mặt tế bào được rửa 2-3 lần bằng PBS 1X để loại bỏ vi rút không bám dính. Tiếp 

theo, bổ sung môi trường DMEM mới chứa 5% FBS và tiếp tục nuôi ủ trong 5 

ngày ở điều kiện tương tự. Quá trình gây nhiễm được theo dõi hàng ngày bằng 

kính hiển vi để quan sát hiệu ứng tế bào (CPE) đặc trưng. Dịch nổi chứa vi rút 

được thu hoạch khi xuất hiện CPE rõ rệt và bảo quản ở -80°C hoặc trong nitơ lỏng 

để sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo (Fay và cs, 2020). 

Tế bào MDBK được chuẩn bị ở dạng huyễn dịch trong môi trường DMEM 

bổ sung 5% huyết thanh bào thai bê (FBS), với mật độ 5×106 tế bào/ml, sau đó 

nuôi ủ ở điều kiện 37°C, 5% CO2 trong 1–2 ngày cho đến khi hình thành lớp tế 

bào đơn (monolayer). Tiếp theo, tế bào được gây nhiễm với 200 µl dịch vi rút LSD 

và ủ trong 18–20 giờ ở cùng điều kiện. Sau thời gian này, thêm 5–6 ml môi trường 

DMEM chứa 5% FBS và tiếp tục nuôi trong tủ ấm 37°C, 5% CO2 . Quá trình theo 

dõi hiệu ứng tế bào (CPE) được thực hiện hàng ngày trong 5–7 ngày. Mẫu được 

coi là dương tính khi xuất hiện CPE đặc trưng với các tế bào co cụm, chồng đống 

lên nhau, trong khi mẫu đối chứng âm tính duy trì lớp tế bào phẳng mịn, không có 

dấu hiệu bệnh lý. Khi bệnh tích tế bào chiếm 80–90% diện tích đáy giếng hoặc 

bình nuôi, vi rút được thu bằng phương pháp đông–tan ba lần trong tủ lạnh âm sâu 



40  

-86°C. Sau khi đông tan, thu dịch nuôi cấy vào ống và bảo quản ở -80°C để phục 

vụ các nghiên cứu tiếp theo. 

3.5.6. Định lượng và xác định đặc tính sinh học của vi rút (In-vitro) 

Quy trình xác định hiệu giá vi rút LSD được thực hiện thông qua phương 

pháp TCID50 (50% Tissue Culture Infective Dose) trên dòng tế bào MDBK (Kumar 

và cs, 2021) nuôi cấy trong đĩa 96 giếng. Vi rút sau khi phân lập từ mẫu bệnh phẩm 

dương tính và cấy chuyển qua nhiều đời được pha loãng nối tiếp cơ số 10 trong môi 

trường DMEM. Dịch vi rút sau pha loãng được gây nhiễm lên lớp tế bào MDBK đã 

được chuẩn bị trước đó. Sau 2 giờ hấp phụ, môi trường nhiễm vi rút được loại bỏ và 

thay bằng môi trường nuôi cấy mới, sau đó ủ ở điều kiện 37°C với 5% CO2. Hiện 

tượng bệnh tích tế bào (CPE) được theo dõi hàng ngày trong vòng 4–5 ngày. 

 

Hình 3.3. Sơ đồ phương pháp TCID50 (50% Tissue Culture Infective Dose) 

Giá trị TCID50 được tính toán dựa trên phương pháp Spearman-Karber, 

trong đó xác định độ pha loãng cao nhất mà tại đó 100% giếng nhiễm thể hiện CPE 

(x0), hệ số pha loãng (d), và tỷ lệ giếng dương tính ở từng nồng độ pha loãng (ri/ni). 

Kết quả thu được biểu thị dưới dạng log10TCID50/ml, phản ánh hiệu giá vi rút cần 
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thiết để gây nhiễm thành công 50% tế bào. Giá trị này được tính theo phương pháp 

Spearman-Karber. 

Công thức tính TCID50 bằng phương pháp Spearman-Karber: 
 

Trong đó: 

x0 = log10 nghịch đảo của độ pha loãng cao nhất (nồng độ thấp nhất) mà tại 

đó tất cả các giếng có bệnh tính tế bào đều dương tính; 

d = log10 của hệ số pha loãng; 

ni = số lượng bệnh tích tế bào được sử dụng trong mỗi giếng pha loãng; 

ri = số lượng giếng dương tính (trong số ni). 

Xác định đường cong sinh trưởng của vi rút: 

Tế bào dòng MDBK được nuôi cấy trong môi trường Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM- Invitrogen, Hoa Kỳ) chứa 100 IU/mL penicillin, 100 

mg/mL streptomycin, 1μg/mL fungizone (Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ) và bổ sung 5% 

huyết thanh bào thai bê (Invitrogen, Hoa Kỳ) đã được xử lý nhiệt trong môi trường 

5% CO2 ở 37°C. Đường cong sinh trưởng của vi rút LSD phân lập được xây dựng 

trên dòng tế bào MDBK. Tế bào MDBK được chuẩn bị dưới dạng đơn lớp trong 

chai nuôi cấy tế bào T25 cm2 và được kiểm tra bằng kính hiển vi đảo ngược để đạt 

mật độ 80-90% tế bào chuẩn bám đáy. Chai nuôi cấy tế bào được cấy chuyển 3 lần 

với chủng vi rút LSDV/Vietnam/Langson/LS16 và 

LSDV/Vietnam/Nghean/NA06. Ba chai nuôi cấy tế bào này được lấy ra vào các 

khoảng thời gian 12, 24, 48, 72, 96 và 120 giờ sau khi gây nhiễm (hpi) và được giữ 

ở -80°C cho đến khi chuẩn độ. Các chai nuôi cấy tế bào tại các thời điểm lấy ra 

được đông lạnh và rã đông 3 lần và lượng vi rút thu được chuẩn độ bằng phương 

bằng phương pháp TCID50/mL theo hướng dẫn của WOAH. Hiệu giá vi rút được 

tính trung bình lượng vi rút tại các thời điểm khác nhau. 

Sau 72 giờ gây nhiễm vi rút gây bệnh VDNC, các tế bào MDBK được lấy 

ra khỏi bình nuôi cấy bằng dụng cụ cạo tế bào và sau đó ly tâm ở 3,000 vòng/phút 

trong 5 phút. Tế bào được huyền phù lại và cố định bằng glutaraldehyde 2,5% 



42  

trong dung dịch đệm cacodylate 0,1 M (pH 7,2) và được giữ qua đêm ở 4°C. Sau 

đó, các cặn tế bào được rửa bằng dung dịch đệm cacodylate 0,1 M (pH 7,2) từ 4 

đến 5 lần. Các tế bào cuối cùng được cố định bằng dung dịch OsO4 (Osmi 

tetroxide) 1% trong cùng dung dịch đệm trong vòng 60 phút, sau đó được rửa lại 

bằng dung dịch đệm cacodylate (pH 7,2) từ 4 đến 5 lần. Các tế bào này sau đó lần 

lượt được khử nước bằng ethanol (50-100%), rửa bằng propylene oxide và được 

ngâm trong hỗn hợp dung dịch propylene oxide và epoxy với tỷ lệ 1:1. Tế bào sau 

đó được nhúng trong hóa học tổng hợp có độ nhớt cao (resin), trước khi được đưa 

ra cắt bằng máy cắt siêu vi ultramicrotome (UltracutUC6; Leica Microsystems 

GmbH, Germany) thành các phần siêu mỏng. Các phần này được nhuộm bằng 

uranyl acetate và chì citrate. Các lát siêu mỏng được quan sát dưới kính hiển vi 

điện tử ở điện áp 80 kV. Thí nghiệm được thực hiện tại phòng thí nghiệm Siêu Cấu 

Trúc, Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương. 

3.5.7. Xét nghiệm miễn dịch học và huyết thanh học 

Phản ứng trung hòa vi rút: 

Phản ứng VNT được thực hiện trên dòng tế bào MDBK để phát hiện kháng 

thể trung hòa đặc hiệu với vi rút LSD (Krešić và cs, 2020). Tế bào dòng MDBK 

được nuôi cấy trong môi trường DMEM bổ sung 5% FBS cho đến khi đạt 90–

100% độ phủ đáy để sử dụng cho thí nghiệm. Huyết thanh được bất hoạt ở 56°C 

trong 30 phút và pha loãng theo cơ số 10, sau đó trộn với lượng vi rút chuẩn tương 

ứng 100 TCID₅₀ và ủ ở 37°C trong 1 giờ. Hỗn hợp huyết thanh – vi rút được nhỏ 

lên lớp tế bào MDBK và nuôi ủ ở 37°C, 5% CO₂, theo dõi sự xuất hiện bệnh tích 

tế bào (CPE) trong 5–7 ngày. Hiệu giá kháng thể trung hòa được xác định là độ 

pha loãng cao nhất của huyết thanh ngăn cản hoàn toàn sự xuất hiện CPE. 

Phương pháp ELISA: 

Kháng thể kháng vi rút LSD trong huyết thanh trâu bò được phát hiện bằng 

phương pháp ELISA sử dụng bộ kit thương mại ID Screen® Capripox Double 

Antigen Multi-species (ID-VET, Montpellier, Pháp). Thí nghiệm được tiến hành 

theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Kết quả được đọc ở bước sóng 450 nm bằng máy 
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đọc ELISA, và được xác định là dương tính với kháng thể kháng vi rút LSD khi 

chỉ số S/P% ≥ 30%; nếu chỉ số S/P% < 30% thì mẫu được coi là âm tính. 

3.5.8. Phương pháp gây nhiễm vi rút LSD trên động vật (In-vivo) 

Động vật thí nghiệm: Tổng số 12 con bê khỏe mạnh, từ 4–6 tháng tuổi, có 

cùng nguồn gốc (bò vàng), thể trạng và độ tuổi được lựa chọn và chia ngẫu nhiên 

thành 4 lô, mỗi lô gồm 3 con. Trước khi thí nghiệm, tất cả bê đều được kiểm tra và 

xác nhận không có kháng thể kháng vi rút LSD và âm tính với vi rút LSD và không 

có triệu chứng của các bệnh phổ biến ở bò như Lở mồm long móng (FMDV), tiêu 

chảy ở bò (BVD), Tụ huyết trùng (Pasteurella multocida) và Lao bò 

(Mycobacterium spp.). Bê ở các lô thí nghiệm được gây nhiễm vi rút LSD bằng 

phương pháp tiêm bắp tại vùng cổ (Wolff và cs, 2020) với các liều gây nhiễm lần 

lượt là 106 TCID50/mL (lô 1), 106.5 TCID50/mL (lô 2), và 107 TCID50/mL (lô 3). 

Lô đối chứng gồm 3 con bê không được gây nhiễm, chỉ tiêm dung môi tương ứng. 

Theo dõi triệu chứng lâm sàng được thực hiện hàng ngày trên toàn bộ bê thí nghiệm, 

bao gồm đo thân nhiệt, quan sát triệu chứng đặc trưng và ghi nhận sự xuất hiện các 

nốt sần trên da. Tiêu chí đánh giá các triệu chứng lâm sàng được thể hiện ở bảng 

3.2 

Các mẫu bệnh phẩm gồm nước bọt, dịch mũi họng được thu thập định kỳ 

hàng ngày, mẫu máu toàn phần và huyết thanh được thu thập vào các ngày 1, 3, 5, 

7, 10, 14 và 21 sau gây nhiễm. Quy trình mổ khám theo tiêu chuẩn quốc gia (TCVN 

8402:2010). Các bệnh tích đại thể được ghi nhận chi tiết, đồng thời thu thập mẫu 

mô từ các cơ quan tổn thương. Công tác vệ sinh và tiêu hủy tuân theo quy định 

(QCVN 01-41:2011). Mẫu bệnh phẩm được bảo quản trong điều kiện tối ưu: vận 

chuyển ở 2-8°C, bảo quản ngắn hạn ở 4-8°C và lưu trữ dài hạn ở -20°C đến -80°C. 

Sự có mặt của vi rút LSD trong cơ thể động vật thí nghiệm được xác định bằng kỹ 

thuật real-time PCR như mô tả ở trên. 
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Bảng 3.2. Bảng các chỉ tiêu đánh giá triệu chứng lâm sàng 
 

Nhóm 

đánh giá 
Triệu chứng Điểm 

Tình 

trạng 

chung 

Không đáng chú ý 0 

Giảm hoạt động 1 

Giảm hoạt động, trầm cảm 2 

Tăng nghỉ ngơi, giảm hoạt động rõ rệt 3 

Lơ đễnh và/hoặc nằm nghiêng, không phản ứng với các kích 

thích 

Huỷ 

Tiêu thụ 

thức ăn 

và nước 

uống 

Không đáng chú ý 0 

Giảm lượng thức ăn hoặc nước uống, tăng tiết nước bọt 1 

Giảm lượng thức ăn hoặc nước uống rõ rệt 2 

Không ăn hoặc uống (1 ngày) 3 

Không ăn hoặc uống (2 ngày) Huỷ 

Tình 

trạng hô 

hấp 

Không đáng chú ý 0 

Ho nhẹ hoặc chảy nước mũi 1 

Ho mạnh hoặc chảy nước mũi kết hợp với các vấn đề về hô 

hấp nhẹ 

2 

Ho mạnh hoặc chảy nước mũi kết hợp với vấn đề về hô hấp 

vừa phải 

3 

Ho mạnh hoặc chảy nước mũi kết hợp với các vấn đề về hô 

hấp mạnh 

Huỷ 

Biểu 

hiện trên 

da 

Không đáng chú ý 0 

Các nốt/tổn thương/sẩn da rải rác 1 

Nhiều nốt/tổn thương/sẩn da 2 

Các tổn thương/nốt/sẩn da lan tỏa 3 

Nhiều ổ áp xe hoặc đờm Huỷ 

Các triệu 

chứng 

khác 

Chảy nước mắt 1 

Sưng hạch bạch huyết rải rác 1 

Sưng nhiều hạch bạch huyết 2 

Ghi chú: điểm 0 (-); 1-5 điểm (+); 6-9 điểm (++); 10-13 điểm (+++); >13 

điểm (Hủy). 
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3.5.9. Phương pháp đánh giá đáp ứng miễn dịch của vật chủ 

Tổng số RNA được phân lập từ tế bào hoặc máu sử dụng TRIzol® 

(Invitrogen, CA, Hoa Kỳ) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Tổng hợp cDNA được 

thực hiện bằng cách xử lý 2 µg RNA với 1.0 đơn vị DNase I và 1.0 μL dung dịch 

đệm phản ứng 10× (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Hoa Kỳ), sau đó 

được ủ ở 37°C trong vòng 30 phút. Tiếp theo, thêm 1.0 μL EDTA 50 mM để vô 

hoạt DNase I, trộn vào và làm nóng ở nhiệt độ 65°C trong vòng 10 phút. Việc sao 

chép ngược RNA được thực hiện bằng cách sử dụng kít tổng hợp cDNA (Maxima 

First Strand Synthesis-Thermo Fisher Scientific) theo khuyến cáo của nhà sản xuất. 

Bảng 3.3. Trình tự cặp mồi oligonucleotide phản ứng real-time RT-PCR 
 

Gen Primer sequence (5’–3’) 
Annealing 

(◦C) 
References 

IL-6 
Forward TCC AGA ACG AGT ATG AGG 

52 
 

 

 

 

(Konnai và 

cs, 2003; 

Zaros và 

cs, 2007) 

Reverse CAT CCG AAT AGC TCT CAG 

IL-10 
Forward TGC TGG ATG ACT TTA AGG G 

56 
Reverse AGG GCA GAA AGC GAT GAC A 

IFN- 

γ 

Forward GCCAAATTGTCTCCTTCTACTTC 
60 

Reverse GGGTCAAGTGAAATAGTCACAGG 

TNF- 

α 

Forward TAACAAGCCGGTAGCCCACG 
57 

Reverse TCTTGATGGCAGACAGGATG 

RPL-

19 

Forward GAAATCGCCAATGCCAAC 
50-60 

Reverse GAGCCTTGTCTGCCTTCA 

IL-1α 
Forward TTGGTG CACATG GCAAGT G 

60 (Coussens 

và cs, 

2004) 

Reverse GCACAG TCAAGG CTATTT TTCCA 

TGF 

ß1 

Forward CTGAGC CAGAGG CGGACT AC  

60 
Reverse TGCCGT ATTCCA CCATTA GCA 

Để xác định mức độ đáp ứng miễn dịch của của các gen mục tiêu, các cặp 

mồi liệt kê trong Bảng 3.3 đã được sử dụng (Konnai và cs, 2003; Zaros. và cs, 

2007) trong phản ứng qRT-PCR bằng cách sử dụng 2×Ampigen SYBR® Green 

Master Mix (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, Hoa Kỳ) theo hướng dẫn của 
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nhà sản xuất trên hệ thống real-Time PCR QuantStudio 5 (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, Hoa Kỳ). Thêm vào đó, protein ribosome của bò (RP) L-19 (RP-

L19) cũng được sử dụng làm gen kiểm soát nội bộ để bình thường hóa số lượng 

RNA. Mức độ đáp ứng miễn dịch của các gen nói trên được tính toán bằng phương 

pháp 2−ΔΔCt sau khi chuẩn hóa thành mức đáp ứng RP-L19 (Ribosomal protein 

L19) (Livak và Schmittgen, 2001). 

3.5.10. Phương pháp đánh giá hiệu quả chất sát trùng 

Nghiên cứu này đánh giá khả năng tiêu diệt và ức chế sự nhân lên của vi rút 

LSD. Các chất sát trùng được sử dụng theo khuyến cáo của Tổ chức Thú y Thế 

giới (WOAH). Chủng vi rút được sử dụng là LSDV/Vietnam/Nghean/NA06 được 

phân lập tại thực địa ở tỉnh Nghệ An, với  liều gây nhiễm 1 × 106 TCID50/mL. Các 

chất sát trùng bao gồm: Sodium dodecyl sulfate 0,8%, Iodine 3%, Formalin 1%, 

Chloroform 5%, Ether 20%, Phenol 2%, NaOH 3%, hợp chất Amoni bậc bốn 

(Ammonium) 0,5% và Virkon 2%. Thí nghiệm được chia thành ba nhóm chính: 

(1) nhóm đối chứng dương chỉ chứa vi rút LSD; (2) nhóm đối chứng âm sử dụng 

nước tinh khiết đã được xác nhận âm tính với vi rút LSD và (3) nhóm xử lý gồm 

các mẫu vi rút được xử lý với từng chất sát trùng tại ba mốc thời gian là 30 phút, 

60 phút và 180 phút. Sau thời gian xử lý, tiến hành chuẩn độ lại để xác định sự tồn 

tại của vi rút sau xử lý. Mỗi thí nghiệm được thực hiện ba lần để đảm bảo độ tin 

cậy và tính lặp lại của kết quả. 

3.5.11. Phân tích dữ liệu và thống kê 

Tất cả các dữ liệu được trình bày dưới dạng trung bình ± SEM của ít nhất 

năm lần lặp lại. Phân tích thống kế được thực hiện bằng phần mềm IBM SPSS 

(SPSS 25.0 Windows; IBM, Chicago, IL, Hoa Kỳ). Giá trị P < 0.05 là giá trị có ý 

nghĩa của thống kê. Sự khác biệt giữa các nhóm được phân tích bằng phương pháp 

so sánh nhiều lần của Duncan (Duncan’s multiple comparation method). 
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PHẦN 4. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

4.1. Nghiên cứu xác định sự có mặt của vi rút LSD lưu hành tại vùng Bắc 

Trung Bộ 

4.1.1. Kết quả thu thập và xác định mẫu dương tính với vi rút LSD 

Trong nghiên cứu này, mẫu bệnh phẩm được thu thập và hồi cứu trong thời 

gian từ năm 2021 đến năm 2024. Các mẫu bệnh phẩm là máu kháng đông, dịch 

mũi, dịch miệng, các nốt sần, u cục trên da, miệng hoặc phủ tạng (hạch, lách, u cục 

trong đường hô hấp, phổi, dịch khớp…) được lấy từ trâu, bò nghi mắc VDNC và 

được xét nghiệm bằng phương pháp real-time PCR theo khuyến cáo của WOAH 

để xác định sự có mặt của DNA vi rút LSD trên trâu, bò. Tổng hợp số lượng mẫu 

thu thập được và mẫu dương tính được trình bày tại Hình 4.1 và bảng 4.1. 

 

Hình 4.1. Kết quả xác định sự có mặt của DNA vi rút gây bệnh VDNC bằng 

phương pháp real-time PCR 

Ghi chú: ĐC+: Đối chứng dương; ĐC- Đối chứng âm 

Kết quả xét nghiệm bằng real-time PCR cho thấy có 100% (200/200) mẫu bệnh 

phẩm dương tính với vi rút gây bệnh VDNC thu thập tại các tỉnh Bắc Trung Bộ 

của Việt Nam. Kết quả này khẳng định sự hiện của vi rút LSD trong quần thể gia 

súc nghi nhiễm ở các tỉnh vùng Bắc Trung Bộ giai đoạn 2021-2024. Từ năm 2021, 

việc triển khai tiêm phòng vắc xin trên diện rộng đã góp phần kiểm soát hiệu quả 

dịch bệnh. Tuy nhiên, năm 2024 xuất hiện một số ổ dịch tại Quảng Bình, cho thấy 

vi rút LSD vẫn còn lưu hành trong đàn vật nuôi của vùng Bắc Trung Bộ, cần phải 

tiếp tục giám sát bệnh hàng năm nhằm ngăn chặn sự bùng phát dịch trở lại. 
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Bảng 4.1. Kết quả thu thập, hồi cứu và chẩn đoán các mẫu bệnh phẩm nghi 

mắc bệnh VDNC do vi rút LSD gây ra tại khu vực Bắc Trung Bộ 

Tỉnh Năm lấy mẫu Số lượng mẫu 

thu thập 

Real time-PCR (+) 

Thanh Hóa 2021 41 41 

Nghệ An 
2021 88 88 

2022 4 4 

 2021 17 17 

Hà Tĩnh 2023 2 2 

 2024 10 10 

 2021 12 12 

Quảng Bình 2023 11 11 

 2024 2 2 

Quảng Trị 
2021 4 4 

2023 2 2 

Thừa Thiên Huế 
2021 4 4 

2023 3 3 

Tổng  200 200 

4.1.2. Kết quả xác định giá trị Ct (Cycle threshold) đối với các loại mẫu bằng 

phương pháp real-time PCR 

Mẫu bệnh phẩm (200 mẫu) được phân loại thành 4 nhóm: mẫu vảy, u cục; 

mẫu dịch mũi, miệng; mẫu máu và mẫu khác (phủ tạng, dịch khớp…). Kết quả giá 

trị Ct đối với từng loại mẫu được thể hiện ở bảng 4.2. 

Bảng 4.2. Giá trị Ct của các loại mẫu bằng phương pháp real-time PCR 
 

Loại mẫu Số lượng mẫu Chỉ số Ct 

trung bình 

Khoảng tin cậy 

(95.0% CI) 

Vảy, u cục 76 17,4 (15,6 – 19,2) 

Dịch mũi, xoang 
miệng 

50 25,4 (22,3 – 28,5) 

Máu 63 32,7 (30,6 – 34,8) 
Khác 11 26,7 (22,5 – 30,9) 



49  

Kết quả ở Bảng 4.2 cho thấy sự khác biệt rõ rệt về giá trị Ct trung bình giữa 

các loại mẫu xét nghiệm bằng phương pháp real-time PCR. Trong đó, mẫu vảy, u 

cục có giá Ct trung bình thấp nhất (17,4) với khoảng tin cậy hẹp (15,6–19,2), phản 

ánh lượng vi rút cao và độ ổn định trong kết quả nhờ cỡ mẫu lớn (76 mẫu). Ngược 

lại, mẫu máu có giá trị Ct trung bình cao nhất (32,7) dù khoảng tin cậy hẹp (30,6–

34,8), cho thấy lượng vi rút rất thấp hoặc có thể do vi rút không tồn tại lâu trong 

máu hoặc khó tách chiết. Dịch mũi, xoang miệng có giá trị Ct trung bình 25,4, nằm 

trong khoảng tin cậy rộng (22,3–28,5), thể hiện sự dao động tương đối lớn về lượng 

vi rút. Mặc dù nhóm "Khác" bao gồm các mẫu từ phủ tạng, dịch ổ khớp có giá trị 

Ct là 26,7 với khoảng tin cậy rất rộng (22,5–30,9). Điều này có thể do cỡ mẫu quá 

nhỏ và từ các loại mẫu có hàm lượng vi rút khác nhau. Từ kết quả trên, có thể kết 

luận rằng mẫu vảy, u cục là lựa chọn ưu tiên để xét nghiệm phát hiện sự có mặt 

của vi rút gây bệnh VDNC trên thực địa. 

Kết quả này tương đồng với khuyến cáo của WOAH, trong đó mẫu dùng để 

phát hiện sự có mặt của vi rút và để nuôi cấy phân lập nên được thu thập từ các nốt 

sần trên da. Các mẫu để phân lập vi rút nên được thu thập tốt nhất trong tuần đầu 

tiên sau khi xuất hiện các dấu hiệu lâm sàng. Tuy nhiên, vi rút có thể được phân 

lập từ các nốt sần trên da trong ít nhất 3–4 tuần sau đó (WOAH, 2021a). So sánh 

với một số nghiên khác, cho thấy kết quả về tỷ lệ phát hiện vi rút LSD trong các 

mẫu bệnh phẩm tương tự như trong nghiên cứu này. Van Schalkwyk và cs (2022a) 

khi xét nghiệm 1166 mẫu có 1038 mẫu dương tính với vi rút LSD trong đó mẫu da 

dương tính 96,86%, mẫu dịch mũi 86,69%, mẫu máu là 83,79%.. Tuy nhiên, ở một 

số nghiên cứu khác tỷ lệ dương tính ở mẫu máu và mẫu dịch mũi tương đối thấp. 

Trong nghiên cứu của Sameea Yousefi và cs (2018) mẫu máu dương tính chỉ chiếm 

34,1% (80/243) và 40% (42/106) trong nghiên cứu Zeynalova và cs (2016). Đặc 

biệt tỷ lệ dương tính ở mẫu dịch mũi và mẫu máu trong nghiên cứu của Li và cs 

(2022) thấp hơn hẳn so với các nghiên cứu khác khi mẫu máu chỉ có 4,23% 

(51/1206), mẫu dịch mũi có 48,09% (580/1206) mẫu dương tính. Ngược lại, mẫu 

vảy da có tỷ lệ dương tính cao nhất chiếm 98,59% (350/355). Lý do mẫu máu có 

tỷ lệ dương tính thấp hơn mẫu dịch mũi và mẫu u cục da là do vi rút LSD chỉ tồn 
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tại trong máu trong thời gian ngắn 4–11 ngày, trong khi vi rút có thể được phát 

hiện trong các tổn thương da lên đến 92 ngày sau khi nhiễm bệnh (Tuppurainen và 

cs, 2005). Tỷ lệ phát hiện dương tính trung bình ở vảy có thể đạt 100% điều đó cho 

thấy rằng mẫu vảy đóng vai trò chủ đạo trong việc chẩn đoán phát hiện vi rút LSD 

Tuy nhiên, một thực tế không thể chối cãi là một khi các triệu chứng vảy được tìm 

thấy trong đàn thường chỉ ra rằng đàn đã bị nhiễm vi rút LSD trong một khoảng 

thời gian, do đó các triệu chứng vảy là một cơ sở quan trọng để người chăn nuôi 

đánh giá tình trạng sức khỏe của gia súc ở giai đoạn đầu. Mẫu dịch miệng và mũi 

có thể được lấy dễ dàng bằng một thao tác đơn giản, toàn bộ quá trình thu thập không 

xâm lấn đến gia súc, do đó, tác hại đối với động vật gần như có thể được bỏ qua. 

Trường hợp bò trông khỏe mạnh, ở giai đoạn đầu của nhiễm bệnh chưa biểu hiện 

triệu chứng lâm sàng nhưng vi rút đã được thải ra tại các vị trí niêm mạc trong cơ 

thể sống. Mặc dù tỷ lệ phát hiện ở dịch mũi thấp không cản trở việc lấy mẫu dịch 

mũi cần thiết trong việc xác định vi rút vì chúng có thể được thu thập ở giai đoạn 

rất sớm để theo dõi dịch bệnh VDNC. 

4.2. Kết quả nghiên cứu đặc tính sinh học phân tử của các chủng vi rút gây 

bệnh viêm da nổi cục đang lưu hành tại khu vực Bắc Trung Bộ 

4.2.1. Kết quả xác định kiểu gen của vi rút LSD từ mẫu thực địa 

Trong nghiên cứu này, phản ứng PCR được triển khai để khuếch đại ba gen 

chỉ thị (p32, RPO30 và GPCR) của vi rút LSD từ các mẫu bệnh phẩm thu thập tại 

thực địa. Kết quả điện di sản phẩm PCR (Hình 4.2) xác nhận sự hiện diện của các 

băng DNA đặc hiệu với kích thước 390 bp (p32), 1.3 kb (RPO30) và 1.1 kb 

(GPCR), phù hợp với trình tự mục tiêu dựa trên hệ gen tham chiếu. Trong đó gen 

p32 mã hóa một protein vỏ, nằm trên bề mặt màng của một hạt vi rút nội bào trưởng 

thành, gen có tính bảo tồn cao trong các loài CaPV và đã được sử dụng làm công 

cụ chẩn đoán LSDV, SPPV và GTPV, tham gia vào quá trình xâm nhập tế bào vật 

chủ (Mafirakureva và cs, 2017); gen RPO30 mã hóa tiểu đơn vị RNA polymerase 

30 kDa, đóng vai trò quan trọng trong quá trình nhân lên của vi rút ; và gen GPCR 

tham gia vào quá trình điều hòa miễn dịch của vật chủ (điều hòa tín hiệu tế bào 
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liên quan đến né tránh miễn dịch) được chứng minh đa hình nucleotide cao hơn so 

với trình tự của gen RPO30, LSDV126 và LSDV127 (Saltykov và cs, 2021). 
 

Hình 4.2. Minh họa kết quả PCR minh hoạ 03 gen chỉ báo là P32, RPO30, 

và GPCR 

Ghi chú: ĐC âm: Đối chứng âm; ĐC dương: Đối chứng dương; M01: mẫu 

VDNC thí nghiệm; M: maker: thang chuẩn có độ dài 100bp 

Các gen chỉ báo chính bao gồm một phần gen p32, RPO30, GPCR và được 

giải trình tự bằng phương pháp Sanger. Kết quả giải trình tự các gen lần lượt được 

minh họa tại các hình 4.3, 4.4 và 4.5 cho thấy, tín hiệu trình tự rõ nét, các chỉ số 

đạt chất lượng tốt để tiếp tục tiến hành phân tích phả hệ di truyền và xác định 

genotype vi rút gây bệnh VDNC tại vùng Bắc Trung Bộ. 
 

Hình 4.3. Minh họa kết quả giải trình tự đoạn gen p32 chủng vi rút gây bệnh 

VDNC tại vùng Bắc Trung Bộ 
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Hình 4.4. Kết quả giải trình tự đoạn gen GPCR chủng vi rút gây bệnh 

VDNC tại vùng Bắc Trung Bộ 
 

Hình 4.5. Kết quả giải trình tự đoạn gen RPO30 chủng vi rút gây bệnh 

VDNC tại vùng Bắc Trung Bộ 

Tổng cộng đã có 63 trình tự được xác định và gửi đến cơ sở dữ liệu GenBank 

theo thứ tự từ mã số OQ948267 đến OQ948329 được thể hiện chi tiết tại bảng 4.3. 
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Bảng 4.3. Danh sách mẫu bệnh phẩm dương tính vi rút VDNC được đăng 

tải trên ngân hàng dữ liệu genbank thế giới 

TT Chủng vi rút Địa chỉ lấy mẫu P32 RPO30 GPCR 

1 
LSDV/Vietnam/HaTinh/3854-21 

Cương Gián, Nghi Xuân, 

Hà Tĩnh 
OQ948267 OQ948288 OQ948309 

2 
LSDV/Vietnam/HaTinh/3768-21 

Phố Châu, Hương Sơn, Hà 

Tĩnh 
OQ948268 OQ948289 OQ948310 

3 
LSDV/Vietnam/HaTinh/2822-21 

Đức Lạng, Đức Thọ, Hà 

Tĩnh 
OQ948269 OQ948290 OQ948311 

4 
LSDV/Vietnam/Hue/4510-21 

Hồng Bắc, A Lưới, Thừa 

Thiên Huế 
OQ948270 OQ948291 OQ948312 

5 
LSDV/Vietnam/Hue/4268-21 

Quảng Phú, Quảng Điền, 

Thừa Thiên Huế 
OQ948271 OQ948292 OQ948313 

6 
LSDV/Vietnam/Hue/4269-21 

Quảng Phú, Quảng Điền, 

Thừa Thiên Huế 
OQ948272 OQ948293 OQ948314 

7 
LSDV/Vietnam/NgheAn/4671-21 

Thịnh Sơn, Đô Lương, 

Nghệ An 
OQ948273 OQ948294 OQ948315 

8 
LSDV/Vietnam/NgheAn/4669-21 

Tào Sơn, Anh Sơn, Nghệ 

An 
OQ948274 OQ948295 OQ948316 

9 
LSDV/Vietnam/NgheAn/4600-21 

Diễn Lộc, huyện Diễn 

Châu, Nghệ An 
OQ948275 OQ948296 OQ948317 

10 
LSDV/Vietnam/QuangBinh/3984-21 

Yên Hóa, Minh Hóa, 

Quảng Bình 
OQ948276 OQ948297 OQ948318 

11 
LSDV/Vietnam/QuangBinh/3983-21 

Bảo Ninh, Đồng Hới, 

Quảng Bình 
OQ948277 OQ948298 OQ948319 

12 
LSDV/Vietnam/QuangBinh/3930-21 

Thượng Trạch, Bố Trạch, 

Quảng Bình 
OQ948278 OQ948299 OQ948320 

13 
LSDV/Vietnam/QuangTri/4013-21 

Vĩnh Thái, Vĩnh Linh, 

Quảng Trị 
OQ948279 OQ948300 OQ948321 

14 
LSDV/Vietnam/QuangTri/4011-21 

Gio Châu, Gio Linh, 

Quảng Trị 
OQ948280 OQ948301 OQ948322 

15 
LSDV/Vietnam/QuangTri/3963-21 

Triệu Lăng, Triệu Phong, 

Quảng Trị 
OQ948281 OQ948302 OQ948323 

16 
LSDV/Vietnam/ThanhHoa/4606-21 

Thiệu Thịnh, Thiệu Hóa, 

Thanh Hóa 
OQ948282 OQ948303 OQ948324 

17 
LSDV/Vietnam/ThanhHoa/4385-21 

Kiên Thọ, Ngọc Lặc, 

Thanh Hóa 
OQ948283 OQ948304 OQ948325 

18 
LSDV/Vietnam/ThanhHoa/4200-21 

Hóa Quỳ, Như Xuân, 

Thanh Hóa 
OQ948284 OQ948305 OQ948326 

19 
LSDV/Vietnam/NgheAn/259-22 

Lĩnh Sơn, Anh Sơn, Nghệ 

An 
OQ948285 OQ948306 OQ948327 

20 
LSDV/Vietnam/NgheAn/1059-22 

Lý Thành, Yên Thành, 

Nghệ An 
OQ948286 OQ948307 OQ948328 

21 
LSDV/Vietnam/NgheAn/1059-22 

Nam Thành, Yên Thành, 

Nghệ An 
OQ948287 OQ948308 OQ948329 
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Có 21 chủng vi rút LSD được giải trình tự ba gen p32, RPO30, GPCR trong 

đó Hà Tĩnh 3 chủng (năm 2021), Huế 3 chủng (năm 2021), Nghệ An 3 chủng (năm 

2021), Quảng Bình (Quảng Trị mới) 3 chủng (năm 2021), Quảng Trị 3 chủng (năm 

2021), Thanh Hóa 3 chủng (năm 2021) và Nghệ An 3 chủng (năm 2022). Các 

chủng vi rút được phát hiện năm 2023 và 2024 cũng được giải trình tự tuy nhiên 

không có sự khác biệt về trình tự các đoạn gen này so với các chủng được giải 

trình tự trước đó. Tất cả các chủng vi rút LSD được sử dụng đưa vào phân tích di 

truyền và phả hệ. 

4.2.2. Xây dựng cây phả hệ các chủng vi rút LSD dựa vào trình tự các đoạn gen 

chỉ báo 

Kết quả so sánh trình tự gen p32 của các chủng vi rút LSD lưu hành ở vùng 

Bắc Trung Bộ cho thấy có sự tương đồng từ 98,1 - 100% so với các chủng vi rút 

được báo cáo trước đó và các chủng được công bố ở Trung Quốc. Tương đồng 

khoảng 96,83% - 97,15% so với các chủng vi rút đậu dê (GPPV). Phân tích phả hệ 

cho thấy các chủng vi rút LSD tại Việt Nam cùng nhóm với các chủng vi rút LSD ở 

Trung Quốc. Trình tự nucleotide gen p32 của các chủng trong nghiên cứunày tương 

đồng 100% với các chủng vắc xin đồng chủng bao gồm SIS-Lympyvac, Neethling, 

chủng tái tổ hợp của LSDV/Russia/Saratov/2017 (MH646674) và chủng tham chiếu 

Việt Nam (chủng LSDV/Vietnam/LangSon/LS16 (PQ859561)) (Hình 4.6 và Bảng 

4.4). 

Phân tích gen GPCR cho thấy, các chủng vi rút LSD tại vùng Bắc Trung Bộ 

nói riêng và Việt Nam nói chung thuộc phân nhóm tái tổ hợp (Cluster) 2.5 và cùng 

nhóm với các chủng vi rút LSD gây bệnh ở Trung Quốc, Hồng Kông (Hình 4.7). 

Phân tích trình tự và phả hệ gen RPO30 cho thấy, các chủng vi rút LSD của vùng 

Bắc Trung Bộ thuộc phân nhóm Subgroup III và cùng nhóm với các chủng vi rút 

LSD gây bệnh ở Trung Quốc (Hình 4.8). 

Việc xây dựng cây phả hệ, so sánh các trình tự gen các chủng vi rút LSD đã 

xác định giữa các ổ dịch VDNC đầu tiên ở Việt Nam với chủng tham chiếu, các 

chủng vắc xin thương mại và các chủng hiện đang lưu hành tại vùng Bắc Trung bộ 

để xác định sự tiến hóa của vi rút, từ đó có những chiến lược trong sử dụng vắc xin 

phù hợp hơn. 
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Bảng 4.4. Sự tương đồng nucleotide giữa vi rút LSD phân lập tại Việt Nam 

và các trình tự tham chiếu khác 

TT 
Mã số 

Genbank 
Tên viết tắt Chủng 

Độ tương đồng (%) 

GPCR RPO30 P32 

1 MH893760.2 VDNCV/Russia/Dagestan/2015 Wildtype 99,3 98,78 98,01 

2 MK302072.1 VDNCV/Kenya/Bungoma/B624/2010 Wildtype 99,29 99,17 NI 

3 MK302073.1 VDNCV/Ethiopia/Arsi/B1/2011 Wildtype 99,29 99,34 NI 

4 KY702007.1 VDNCV/Serbia/Bujanovac/2016 Wildtype 99,29 98,78 98,10 

5 FJ869352.1 VDNCV/Burkina-Banfora-isolate-VDNCV5 Wildtype 99,29 99,34 NI 

6 KJ818281.1 VDNCV/Kenya/SGP-O-240 Wildtype 99,30 99,17 NI 

7 MK302082.1 VDNCV/Sudan/North/2008 Wildtype 99,29 99,34 NI 

8 KY829023.3 VDNCV/Greece/Evros/GR/15 Wildtype 99,29 98,70 98,10 

9 MK452255.1 VDNCV/Russia/Kinelsky/2019 Wildtype 99,20 99,34 NI 

10 MK765544.1 VDNCV/Kazakhstan/2016 Wildtype 99,74 99,39 NI 

11 KY595106.1 VDNCV/Russia/RNOA-15/2015 Wildtype 99,29 NI NI 

12 OM530217.1 VDNCV/Russia/Saratov/2019 2.1 98,73 99,01 100 

13 MH646674.1 VDNCV/Russia/Saratov/2017 2.1 98,86 98,97 100 

14 OL542833.1 VDNCV/Russia/Tyumen/2019 2.2 98,86 99,01 100 

15 MT134042.1 VDNCV/Russia/Udmurtiya/2019 2.3 98,69 99,17 98 

16 MN508357.1 VDNCV/China/XJ/2019 2.5 100 100 100 

17 MN598005.1 VDNCV/China/Xinjiang/2019 2.5 99,73 100 100 

18 MW355944.1 VDNCV/China/GD01/2020 2.5 99,82 100 100 

19 PQ859561.1 VDNCV/Vietnam/LangSon/LS16 2.5 100 100 100 

20 MW732649.1 VDNCV/HongKong/2020 2.5 99,82 100 100 

21 KX764644.1 VDNCV/Neethling-Herbivac Vaccine Vaccine 98,69 99,39 100 

22 KX764643.1 VDNCV/SIS-Lumpyvax-Vaccine Vaccine 98,69 99,39 100 

23 MG972412.1 VDNCV/Croatia/Cro2016/vaccine Vaccine 98,69 99,39 100 

24 KX764645.1 VDNCV-Neethling-VDNC-Vaccine-OBP Vaccine 98,69 99,39 100 

25 KX764644.1 VDNCV-Neethling-Herbivac-Vaccine Vaccine 98,69 99,39 100 

26 MK441838.1 VDNCV-Herbivac-LS Vaccine 98,50 99,31 100 

27 AF409138.1 VDNCV/Neethling-Vaccine-LW-1959 Vaccine 98,69 99,31 100 
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Hình 4.6. Cây phả hệ của các chủng vi rút LSD dựa trên trình tự đoạn gen 

p32 với các chủng tham chiếu 
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Hình 4.7. Cây phả hệ của các chủng vi rút LSD dựa trên trình tự đoạn gen 

RPO30 với các chủng vi rút tham chiếu 



59  

 

Hình 4.8. Cây phả hệ của các chủng vi rút LSD thu thập tại dựa trên trình 

tự đoạn gen GPCR với các chủng vi rút tham chiếu 
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Tại Việt Nam đã có 4 loại vắc xin được đưa vào sử dụng bao gồm vắc xin 

dị chủng và 3 vắc xin đồng chủng. Vắc xin dị chủng (vắc xin đậu dê) và 1 vắc xin 

đồng chủng được sản xuất trong nước và 2 loại nhập khẩu (Mevac và Lumpyvac) 

đã được Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn đánh giá lựa chọn. Đến nay, các 

loại vắc xin này đều cho thấy hiệu quả tốt và đóng vai trò quan trọng trong chương 

trình vắc xin quốc gia nhằm kiểm soát, phòng ngừa dịch bệnh này tại Việt Nam. 

Theo các nghiên cứu trước đây, gen RPO30 có sự tương đồng với gen E4L 

của vi rút vaccinia, mã hóa tiểu đơn vị RNA polymerase phụ thuộc DNA và gen 

này đóng vai trò quan trọng trong việc nhân lên của vi rút (Lamien và cs, 2011a; 

Santhamani và cs, 2014). Dựa trên phân tích cây phả hệ của gen RPO30, có thể 

thấy rõ các chủng vi rút LSD được chia thành 3 nhóm nhỏ. Phân nhóm I bao gồm 

các chủng được phân lập từ Nga vào năm 2015 và Thổ Nhĩ Kỳ vào năm 2014. 

Phân nhóm II gồm các chủng vi rút thực địa lưu hành phổ biến ở Châu Phi, Trung 

Đông, Châu Âu, Bangladesh hoặc Ấn Độ. Đây là các chủng tái tổ hợp từ các chủng 

phân lập thực địa ở Nga LSDV/Nga/Udmurtiya/ 2019 (MT134042) và 

LSDV/Nga/Saratov/2017 (MH646674). Phân nhóm III bao gồm một số chủng vắc 

xin có nguồn gốc từ chủng Neethling và các chủng phân lập từ Trung Quốc 

(Lamien và cs, 2011a; Ma và cs, 2022; Santhamani và cs, 2014; Suwankitwat và 

cs, 2022; Zan và cs, 2022). Những kết quả phân tích gen RPO30 của các chủng vi 

rút LSD trong nghiên này chỉ ra rằng các chủng vi rút gây bệnh VDNC đang lưu 

hành tại Bắc trung bộ giống 100% về trình tự so với các chủng vi rút LSD được 

báo cáo trước đây ở miền Bắc Việt Nam, chủng Tân Cương năm 2019 của Trung 

Quốc (MN598007) và Trung Quốc/XJ/2019 (MN518933). Ngoài ra, theo phân tích 

định danh bằng phần mềm BLAST từ NCBI cho thấy, gen RPO30 của vi rút LSD lưu 

hành tại Việt Nam có sự tương đồng rất cao (98,97%) với chủng vi rút gây bệnh tại 

Nga (LSDV/Nga/Saratov/2017) (Hình 4.7 và Bảng 4.4). Bên cạnh đó, phân tích trình 

tự gen RPO30 của các chủng vi rút LSD lưu hành tại Việt Nam cho thấy giống tới 

99,66% với các chủng vi rút vắc xin lưu hành ở Nam Phi. Dựa trên kết quả giải trình 

tự gen RPO30, vi rút gây bệnh VDNC trong nghiên cứu này được phân loại thuộc 

phân nhóm III và có mức độ tương đồng rất cao so với chủng tham chiếu Việt Nam 
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(LSDV/Việt Nam/LangSon/LS16) và các chủng gây bệnh VDNC đang lưu hành ở 

Trung Quốc. 

GPCR là gen mã hóa thụ thể chemokine kết hợp G-protein trong bộ gen của 

họ CaPV. Gen này có ý nghĩa quan trọng trong phân biệt các vi rút cùng họ, do ở 

các chủng vi rút thực địa gây bệnh VDNC bị xóa 12 nucleotide so với chủng vi rút 

vắc xin (Santhamani và cs., 2014). Các nghiên cứu trước đây đã chứng minh ba 

nhóm vi rút LSD chính bao gồm: Chủng vi rút liên quan đến vắc xin, chủng vi rút 

tự nhiên và chủng vi rút tái tổ hợp (Flannery và cs, 2022; Krotova và cs, 2022c). 

Ngoài ra, các chủng vi rút tái tổ hợp cũng có thể được chia thành 5 nhóm được 

định danh là cluster 2.1-2.5 với những khác nhau không lớn (Krotova và cs, 2022b; 

Krotova và cs, 2022c; Van Schalkwyk và cs, 2022a; van Schalkwyk và cs, 2022b). 

Nhóm cluster 2.1 bao gồm chủng vi rút LSDV/Russia/ Saratov/17 và 

LSDV/Russia/Saratov/19, trong khi đó chủng LSDV/Russia/Tyumen/2019 và 

LSDV/Udmurtiya/19 lần lượt được xác định thuộc nhóm cluster 2.2 và cluster 

2.3 (Flannery và cs, 2022). Nhóm Cluster 2.5 bao gồm một vài chủng vi rút có 

nguồn gốc từ Trung Quốc, Hồng Kong và Thái Lan (Flannery và cs, 2022; 

Paungpin và cs, 2022). Hầu hết các chủng vi rút LSD từ Nga và phần lớn châu 

Á là các chủng tái tổ hợp giống vắc xin với đặc điểm dựa trên chủng Neethling và 

KSGP (Flannery và cs, 2022; Shumilova và cs, 2022). Dữ liệu từ nghiên cứu hiện 

tại cũng cho thấy rằng tất cả các chủng vi rút LSD lưu hành tại Việt Nam đều có 

đoạn chèn 12 bp và có mức độ tương đồng 100% so với các chủng được báo cáo 

trước đó ở Việt Nam và chủng China/XJ/2019 ở Trung Quốc (MN518933). Các 

chủng này có chung mức độ tương đồng là 99,73%, 99,82% và 99,82% tương ứng 

với chủng Trung Quốc Xinjiang/2019 (MN598007), HongKong/2020 

(MW732649.1) và China/GD01/2020 (MW355944.1) (Bảng 4.4 và Hình 4.8). 

Các phân tích dựa trên gen GPCR cho thấy mức độ tương đồng nucleotide 

của các chủng vi rút LSD lưu hành tại Việt Nam lần lượt là 99,29% - 99,74%, 

98,50% - 98,69% và 98,69% - 99,29% khi so với các chủng vi rút tự nhiên, chủng 

vi rút vắc xin và chủng vi rút tái tổ hợp. Đối với các chủng tham chiếu GTPV và 
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SPPV thì mức độ tương đồng về nucleotide tương ứng là 94,06% - 96,07% (Bảng 

4.4). Do tính tương đồng cao và có các phản ứng chéo huyết thanh trong nhóm 

CaPV nên vắc xin GTPV cũng đã được sử dụng trên trâu bò với khả năng bảo hộ 

tương đương chống lại vi rút LSD (Gari và cs, 2015; Tuppurainen và cs, 2021). 

Các chủng vi rút LSD phân lập tại khu vực Bắc Trung Bộ cùng phân nhóm với 

chủng vi rút LSDV/VietNam/LangSon/LS16, China/XJ/2019(MN518933), 

China/GD01/2020 (MW732649.1) và LSDV/Hong-Kong/2020 (MW732649.1) 

như đã trình bày trong nhóm vi rút LSD tái tổ hợp cluster 2.5 (Hình 4.8). Các 

nghiên cứu gần đây cũng đã chứng minh rằng các chủng vi rút LSD tái tổ hợp làm 

tăng độc lực khi so sánh với các chủng vi rút LSD thực địa và nó có thể lây truyền 

mà không phụ thuộc vào vectơ gây bệnh (Aleksandr và cs, 2020a; Kononova và 

cs, 2020). Ngoài ra, các chủng vi rút LSD tại Việt Nam được nhóm lại thành một 

cụm mới, hơi khác so với các chủng vi rút vắc xin và các chủng vi rút tự nhiên hiện 

nay. Điều này cho thấy cơ chế tái tổ hợp đa dạng có sự tham gia của ít nhất một 

chủng vi rút tự nhiên và một chủng vi rút vắc xin. Các chủng vi rút gây bệnh VDNC 

tái tổ hợp này lưu hành ở Trung Quốc, Nga và Việt Nam (Aleksandr và cs, 2020a; 

Kononova và cs, 2020). 

Những kết quả nghiên cứu chỉ ra rằng vi rút gây bệnh VDNC lưu hành tại 

các tỉnh thuộc Bắc Trung Bộ và tất cả các chủng khác được phân lập trước đây ở 

Việt Nam cùng với các chủng Trung Quốc đều thuộc một kiểu gen dựa trên phân 

tích gen P32, RPO30 và GPCR (Hình 4.6-4.8). 

4.3. Kết quả nghiên cứu đặc tính sinh học của các chủng vi rút thực địa gây 

bệnh VDNC tại vùng Bắc Trung Bộ 

4.3.1. Kết quả phân lập vi rút LSD trên môi trường tế bào MDBK 

Từ các mẫu bệnh phẩm dương tính với vi rút LSD thu thập tại thực địa thuộc 

vùng Bắc Trung Bộ từ năm 2021-2024, các mẫu được phân lập trên đĩa 6 giếng. 

Kết quả cho thấy 10 mẫu bệnh phẩm xuất hiện bệnh tích tế bào đặc trưng sau khi 

phân lập. Kết quả phân lập mẫu bệnh phẩm nghi mắc bệnh do vi rút LSD được thể 

hiện qua hình 4.18-4.19, bảng 4.7. 
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Bảng 4.5. Kết quả đánh giá bệnh tích tế bào của các chủng vi rút LSD trên 

tế bào dòng MDBK sau 120h gây nhiễm qua 03 lần cấy chuyển 

 

Tỉnh 

 

Mẫu 

Bệnh tích tế bào qua các lần cấy chuyển 

Lần 1 Lần 2 Lần 3 

24h 48h 72h 96h 120h 24h 48h 72h 96h 120h 24h 48h 72h 96h 120h 

Nghệ An 
NA01 - - - 2+ 3+ - 1+ 2+ 3+ 4+ 1+ 2+ 3+ 4+ 4+ 

NA06 - - 1+ 1+ 2+ - 1+ 1+ 2+ 3+ 1+ 2+ 2+ 3+ 4+ 

Thanh Hóa 
TH01 - - - - - - - - - - 1+ 1+ 2+ 3+ 4+ 

TH02 - - - - - - - - - - 1+ 2+ 3+ 4+ 4+ 

Thừa 

Thiên Huế 
TTH - - - - - - - - - - 1+ 1+ 2+ 3+  

4+ 

Quảng Trị QT - - - 1+ 2+ - - 1+ 2+ 3+ 1+ 2+ 3+ 4+ 4+ 

Quảng 

Bình 

QB01 - - - 1+ 2+ - - 1+ 2+ 3+ 1+ 2+ 2+ 3+ 4+ 

QB09 - - 1+ 1+ 3+ - 1+ 2+ 3+ 4+ 1+ 2+ 3+ 3+ 4+ 

Hà Tĩnh 
HT02 - - - - - - - - - - 1+ 2+ 2+ 3+ 4+ 

HT18 - - 1+ 2+ 3+ - 1+ 2+ 2+ 3+ 1+ 2+ 3+ 4+ 4+ 

Ghi chú: (-): âm tính; (1+): có rất ít bệnh tích tế bào; (2+): có nhiều bệnh tích tế 

bào; (3+) và (4+): có rất nhiều bệnh tích tế bào 

Kết quả cho thấy thời gian tối thiểu để các chủng vi rút phân lập bắt đầu gây 

ra bệnh tích trên tế bào là sau 1 ngày gây nhiễm, các cụm tế bào co lại tạo thành u 

cục và tăng dần theo thời gian gây nhiễm. Ngày thứ 2 sau gây nhiễm (DPI) bệnh 

tích (CPE) bắt đầu rõ ràng hơn, và từ 3 DPI đến 5 DPI là khoảng thời gian vi rút 

LSD gây CPE trên tế bào dòng MDBK tăng theo cấp số nhân. Ở ngày thứ 5 biểu 

hiện nhiều và rõ ràng nhất. Đã phân lập thành công 10 chủng vi rút LSD trên môi 

trường tế bào dòng MDBK từ các mẫu bệnh phẩm ở 6 tỉnh trong vùng Bắc Trung 

Bộ lần lượt là Thanh Hóa (TH1, TH2), Thừa Thiên Huế (TTH), Quảng Trị (QT), 

Quảng Bình (Quảng Trị) (QB01, QB09), Nghệ An (NA01, NA06) và Hà Tĩnh 

(HT02 và HT18,). Từ hình 3.18 cho thấy các chủng vi rút NA06, HT18, và QB09 

có mật độ CPE tương đương nhau đạt khoảng 70% - 90% diện tích đáy giếng phân 
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lập. Ở giếng đối chứng âm, tế bào MDBK phát triển bình thường, không xuất hiện 

bệnh tích. 
 

Hình 4.9. Hình ảnh bệnh tích tế bào ở lần phân lập đầu tiên với độ phóng 

đại 10X (LS16: chủng đối chứng dương) 

Ghi chú: Đ/C âm: Đối chứng âm; Đ/C dương: Đối chứng dương; TTH: Thừa 

Thiên Huế; QB09: Quảng Bình 09; NA06: Nghệ An 06; HT18: Hà Tĩnh 18; 

TH01: Thanh Hóa 01 

Theo khuyến cáo của WOAH, vi rút LSD phát triển tốt trên tế bào dòng 

(cells line) và các loại tế bào sơ cấp (primary cells) như tế bào tinh hoàn cừu (lamb 

testis -LT), tế bào tinh hoàn bê, hoặc một số tế bào cảm biến khác như trứng gà có 

phôi 11 ngày tuổi, tế bào African green monkey kidney (Vero cells), hoặc Ovine 

testis secondary cell line (OA3.Ts). Thời gian xuất hiện CPE phụ thuộc vào loại tế 

bào sử dụng, có thể dao động từ 2 đến 14 ngày. Một số tế bào dòng hoặc sơ phôi có 

thể biểu hiện bệnh tích tế bào sau 2-6 ngày. Thông thường nếu sau 14 ngày gây nhiễm 

chưa có bệnh tích tế bào, tế bào gây nhiễm sẽ được thu lại và tiếp tục tiếp đời trên tế 

bào lần 2 (WOAH, 2021a). Sau khi thực hiện các thí nghiệm để lựa chọn loại tế bào 

phù hợp với điều kiện phòng thí nghiệm của Việt Nam, kết quả cho thấy tế bào dòng 

MDBK cho kết quả tốt nhất, và là loại tế bào phù hợp nhất cho việc phân lập và nuôi 

cấy vi rút LSD. Đây là loại tế bào dòng dễ nuôi cấy, cho phép quan sát rõ ràng bệnh 

tích khi phân lập vi rút LSD. 
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Hình 4.10: Hình ảnh minh họa kết quả bệnh tích tế bào sau 3 đời cấy 

chuyển, với độ phóng đại 10X (LS16: chủng đối chứng dương) 

4.3.2. Kết quả chuẩn độ vi rút (TCID50) LSD trên môi trường tế bào MDBK 

Hiệu giá của 10 chủng vi rút LSD trên tế bào dòng MDBK được thể hiện qua 

hình 4.19 và bảng 4.8. Sau 1 ngày gây nhiễm, tại các giếng có tế bào dòng MDBK 

nhiễm vi rút LSD cụm tế bào co lại tạo thành các cục tế bào gồm rất nhiều tế bào 

chồng đống lên nhau. Đây là bệnh tích điển hình của vi rút LSD khi phân lập trên 

tế bào dòng MDBK theo hướng dẫn của WOAH (2021a), và những giếng này được 

coi là dương tính vi rút LSD. 

Từ việc xác định các giếng dương tính với vi rút LSD trên tế bào dòng MDBK, 

hiệu giá vi rút LSD được tính dựa trên công thức đã được miêu tả phần phương pháp, 

kết quả xác định nồng độ của 10 chủng vi rút LSD đang lưu hành tại các tỉnh thuộc 

khu vực Bắc Trung Bộ của Việt Nam được thể hiện qua bảng 4.8. 
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Hình 4.11. Kết quả chuẩn độ (TCID50) của chủng NA06 trên tế bào dòng 

MDBK 

Kết quả bảng 4.8 thể hiện nồng độ vi rút LSD của các chủng phân lập được 

trên địa bàn tỉnh Nghệ An, Thanh Hóa, Thừa Thiên Huế, Quảng Trị, Quảng Bình, 

Hà Tĩnh dao động từ 6.3-7.1 log10 TCID50. Các chủng vi rút ở mỗi địa phương 

có khả năng nhân lên và gây nhiễm trên nuôi cấy tế bào tương đối đồng nhất, phản 

ánh các đặc điểm sinh học tương đồng trong cùng một vùng sinh thái. 

Bảng 4.6. Kết quả chuẩn độ vi rút LSD trên tế bào dòng MDBK 
 

TT 
Chủng 

vi rút 

Số giếng có bệnh tích tế bào Hiệu giá vi rút 

LogTCID50/mL 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8 

1 NA01 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5 2/5 0/5 0/5 6.5 

2 NA06 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5 0/5 0/5 7.1 

3 TH1 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5 0/5 0/5 7.1 

4 TH2 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 0/5 0/5 0/5 6.3 

5 TTH 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 0/5 0/5 6.9 

6 QT 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 1/5 0/5 0/5 6.7 

7 QB01 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 4/5 0/5 0/5 7.1 

8 QB09 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 2/5 0/5 0/5 6.9 

9 HT18 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 0/5 0/5 6.9 

10 HT02 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 1/5 0/5 0/5 6.7 
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4.3.3 Đánh giá khả năng nhân lên của các chủng vi rút LSD trên tế bào dòng 

MDBK 

Việc lựa chọn ba chủng vi rút này dựa trên kết quả chuẩn độ và các tiêu chí 

như đại diện cho từng địa phương theo năm như Nghệ An (2022), Hà Tĩnh (2021), 

Quảng Bình (2023). Việc chuẩn độ vi rút gây bệnh VDNC trên tế bào MDBK chỉ 

ra rằng các chủng vi rút thực địa này có khả năng nhân lên với hiệu giá cao hơn 

các chủng khác. Các chủng vi rút sử dụng trong thí nghiệm cho thấy khả năng tăng 

trưởng mạnh, với hiệu giá tăng khoảng 4log10 TCID50/mL sau 2 ngày và hơn 6 

log10 sau 4 ngày. Sự gia tăng lượng vi rút (bệnh tích) trên tế bào MDBK cho thấy 

tế bào này phù hợp để sử dụng trong sản xuất vắc xin sống giảm độc lực phòng 

bệnh VDNC. Đồng thời, phát hiện này cũng chỉ ra rằng tế bào MDBK là dòng tế 

bào phù hợp để nuôi cấy và phân lập vi rút gây bệnh VDNC từ chủng thực địa ở 

Việt Nam 

Trong nghiên cứu in vitro, để đánh giá sự nhân lên của vi rút, các chủng vi 

rút thu thập tại thực địa được nuôi cấy trên tế bào MDBK với các liều gây nhiễm 

vi rút khác nhau: 0.01 MOI, 0.1 MOI, 0.5 MOI và 1 MOI, trong 5 ngày. Tế bào 

được nuôi cấy và thu lại tại các thời điểm khác nhau sau gây nhiễm bao gồm sau 

12, 24, 48, 72, 96 và 120 giờ. Kết quả cho thấy chủng vi rút gây bệnh VDNC nhân 

lên trên tế bào MDBK và tăng nhanh đáng kể đạt tốc độ tăng trưởng 3log10 sau 24 

giờ gây nhiễm, trên 5log10 sau 3 ngày gây nhiễm và xấp xỉ 7log10 sau 5 ngày gây 

nhiễm (Hình 4.21-4.23). 

 

Hình 4.12. Đường cong sinh trưởng của vi rút gây bệnh VDNC tại các liều 

gây nhiễm khác nhau chủng vi rút LSD NA06 
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Các thay đổi bệnh tích tế bào MDBK sau khi gây nhiễm vi rút LSD được 

thể hiện ở Hình 4.22. Bệnh tích tế bào đặc trưng là các tế bào co tròn và bám thành 

cụm nổi cộm nằm rải rác trên lớp tế bào đơn lớp bám đáy sau 24 giờ gây nhiễm và 

tăng dần dẫn đến tách lớp tế bào đơn lớp bám đáy sau 72 giờ gây nhiễm. Sau 96 

giờ gây nhiễm, hầu hết lớp tế bào đều hiển thị không bào do các tế bào đều tách 

lớp và co cụm hoặc kéo dài về hình dáng. Các bệnh tích tế bào chỉ quan sát được 

đối với tế bào gây nhiễm, ở nhóm đối chứng âm (tế bào không gây nhiễm) các tế 

bào bám đáy một lớp phẳng mịn, không có tế bào chết hay co cụm và các bệnh tích 

tế bào khác. 
 

Hình 4.13. Minh hoạ hình ảnh bệnh tích ở các liều gây nhiễm khác nhau của 

vi rút LSD chủng NA06 , với độ phóng đại 10X 

Dựa trên kết quả chuẩn độ vi rút và hình ảnh bệnh tích của tế bào MDBK 

cho thấy ở liều gây nhiễm 0.01 MOI vi rút có khả năng sinh trưởng, nhân lên và 

biểu hiện bệnh tích rõ ràng nhất. Bệnh tích bắt đầu xuất hiện sau 24h, mới đầu là 

một vài các cụm tế bào nhỏ, sau đó cụm to dần và bệnh tích rõ ràng hơn. Đến 96h 

và 120h sau gây nhiễm, tế bào vẫn chưa bị phá hủy hoàn toàn, các cụm tế bào bắt 

đầu tan. Trong khi đó ở liều gây nhiễm vi rút cao hơn 0.5 MOI và 1 MOI thì bệnh 

tích bắt đầu 
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lúc 24h, sau đó bệnh tích phát triển nhanh, đến 72h tế bào bắt đầu chết bong ra 

khỏi đáy chai. Sự khác biệt có thể do lượng vi rút ban đầu quá ít, khiến tốc độ nhân 

lên chậm. Ngược lại, lượng vi rút quá cao có thể gây phá hủy tế bào nhanh chóng, 

làm giảm hiệu quả nhân lên. 

Để đánh giá sự nhân lên của vi rút LSD trên tế bào, 03 chủng vi rút đại diện 

từ thực địa được nuôi cấy trên tế bào MDBK (0.01 MOI) trong 5 ngày. Sau khi 

gây nhiễm vi rút trên tế bào, chúng tôi tiến hành thu hoạch huyễn dịch vi rút - tế 

bào tại các thời điểm sau 12, 24, 48, 72, 96 và 120 giờ. Kết quả cho thấy chủng vi 

rút gây bệnh VDNC nhân lên trên tế bào MDBK và tăng nhanh đáng kể với tốc độ 

tăng trưởng 3log10 sau 24 giờ gây nhiễm, trên 5log10 sau 3 ngày gây nhiễm và 

xấp xỉ 7log10 sau 5 ngày gây nhiễm (Hình 4.23). 

Các thay đổi bệnh tích tế bào MDBK sau khi gây nhiễm vi rút LSD được 

thể hiện ở Hình 4.22-4.23. Bệnh tích tế bào đặc trưng là các tế bào co tròn và tụ lại 

thành cụm hình tròn nằm rải rác trên lớp tế bào đơn lớp bám đáy sau 24 giờ gây 

nhiễm và tăng dần dẫn đến tách lớp tế bào đơn lớp bám đáy đến sau 48h và 72 giờ 

gây nhiễm. Sau 96 giờ gây nhiễm, hầu hết lớp đều hiển thị không bào do các tế 

bào đều tách lớp và co cụm hoặc kéo dài về hình dáng. Bệnh tích tế bào chỉ quan 

sát được đối với tế bào gây nhiễm vi rút, ở nhóm đối chứng âm (không gây nhiễm 

vi rút) tế bào phát triển bình thường tạo thành lớp phẳng mịn. Đến 120h, ở tất cả 

các giếng gây nhiễm vi rút, tế bào chết bong ra lơ lửng trong môi trường nhiều hơn 

tạo thành các vùng trống dưới đáy giếng nuôi cấy. Ngược lại các giếng đối chứng 

âm tế bào vẫn phát triển bình thường. 

Kết quả cho thấy các chủng vi rút tại các địa phương khác nhau thì mức độ 

nhân lên trên tế bào dòng MDBK cũng khác nhau. Đồng thời các mẫu vi rút thu 

thập tại thời điểm khác nhau khi nhân lên, hiệu quả nhân lên cũng khác nhau. Kết 

quả thể hiện liều gây nhiễm 0.01 MOI trung bình tại các thời điểm đều có giá trị 

Ct cao nhất. Sự tăng trưởng của các chủng vi rút được sử dụng trong thí nghiệm 

này cho thấy lượng vi rút tăng lên khoảng 4log10 TCID50/mL trong 2 ngày và 

tăng hơn 6log10 TCID50/mL trong 4 ngày (Hình 4.23 và Bảng 4.9). 
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Hình 4.14. Đường cong tăng trưởng của các chủng vi rút gây bệnh VDNC 

trên tế bào MDBK ở liều gây nhiễm 0.01MOI 

Kết quả cũng chỉ ra rằng các chủng vi rút LSD thực địa được sử dụng trong 

nghiên cứu này là chủng vi rút có tính độc lực cao và phù hợp để sử dụng trong 

nghiên cứu phát triển vắc xin tại Việt Nam. 

Bảng 4.7. Bảng kết quả real-time PCR xác định sự có mặt của 03 chủng vi 

rút LSD gây nhiễm trên tế bào MDBK ở các liều gây nhiễm khác nhau 

Chủng vi 

rút 

Kết quả giá trị Real-time PCR (Ct) 

0,01 MOI 0,1 MOI 0,5 MOI 1 MOI 

HT18 18,50 21,02 22,00 22,70 

NA 06 18,67 21,40 21,98 22,70 

QB 09 18,21 20,89 22,00 22,87 

Ngoài ra, hình ảnh kính hiển vi điện tử cho thấy cấu trúc vỏ bọc được bao 

quanh bởi một lớp màng. Các hạt vi rút trưởng thành được phát hiện trong nuôi 

cấy tế bào MDBK có kích thước lớn, hình trứng với các đầu trơn, hình dạng quả 

bóng len đặc trưng. Đây là hình ảnh đầu tiên mô tả hình dạng của vi rút LSD được 

phân lập trên vùng Bắc Trung Bộ và tương đồng rất cao so với hình ảnh của vi rút 

phân lập ở tỉnh Lạng Sơn trước đó (Hình 4.24). 
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Chủng LS16 Chủng NA06 
 

Hình 4.15. Hình ảnh của vi rút LSD qua kính hiển vi điện tử (tỷ lệ:1μm) 

Ghi chú: Chủng LS16: Chủng đối chứng dương 

Vi rút gây bệnh VDNC được mô tả có hình bầu dục hoặc hình viên gạch, 

dài 294 ± 20 nm và rộng 262 ± 22 nm, gồm lõi hình quả tạ và thân hai bên và được 

bao phủ bởi lớp bilipid kép (Tulman và cs, 2001a; Tulman và cs, 2002). 

4.3.4. Kết quả giải trình tự toàn bộ genome của vi rút LSD phân lập từ thực địa 

Việc giải trình tự toàn bộ genome quan trọng là thiết lập được hệ thống dữ 

liệu. Trong nghiên cứu này ba chủng vi rút LSD được phân lập tại Nghệ An, Hà 

Tĩnh và Quảng Bình (Quảng Trị) được tạo thư viện database bằng phương pháp 

giải trình tự thế hệ mới NGS. Kết quả số liệu thô của ba chủng vi rút LSD được 

trình bày tại bảng 4.5 và Hình 4.9. 

Trong 03 mẫu vi rút LSD, mẫu NA06 có số lượng bản đọc tinh thấp nhất xấp 

xỉ 24.1 triệu đoạn DNA có độ dài khoảng 150bp/đoạn, và có khoảng 24.4 triệu bản 

đọc số liệu thô. Với hiệu quả trên 98% ở tất cả 3 chủng vi rút LSD. Kết quả phân 

tích tỷ lệ phần trăm của các nucleotide guanine (G) và cytosine (C) trong tổng số 

nucleotide (GC content) cũng dao động quanh mức 25.90%, phù hợp với các nghiên 

cứu trước đây (Lafar và cs, 2020; Paungpin và cs, 2022a). 

Bảng 4.5. Bảng dữ liệu giải trình tự NGS 3 chủng vi rút LSD 
 

Mẫu vi rút 
Bản đọc sau 

tinh sạch 

Bản đọc 

thô 

Effective 

(%) 

Error 

(%) 

Q20 

(99%) 

Q30 

(99.9%) 

GC 

(%) 

LSDV-NA06 24.087.626 24.418.792 98,64 0,02 97,48 92,87 25,90 

LSDV-HT18 34.347.268 34.512.930 99,52 0,03 97,54 93,22 25,90 

LSDV-QB09 34.058.379 34.246.736 99,45 0,03 97,08 92,43 25,90 
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Hình 4.16. Kết quả chất lượng giải trình tự gen 

Kết quả phân tích toàn bộ genome vi rút LSD đang lưu hành tại các khu vực 

Bắc Trung Bộ của Việt Nam cho thấy, độ dài trung bình của vi rút dao động từ 

150.8-150.9 kb và khoảng 156 ORF đối với cả ba chủng. Kết quả giải trình tự toàn 

bộ genome vi rút chủng NA06, HT18 và QB09 được trình bày tại Hình 4.10-4.12. 

 

 

 

Hình 4.17. Cấu trúc và thành phần gen của toàn bộ genome vi rút LSD phân 

lập từ tỉnh Nghệ An (NA06) 
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Hình 4.18. Cấu trúc và thành phần gen của toàn bộ genome vi rút LSD phân 

lập từ tỉnh Hà Tĩnh (HT18) 
 

Hình 4.19. Cấu trúc và thành phần gen của toàn bộ genome vi rút LSD 

phân lập từ tỉnh Quảng Bình (Quảng Trị) (QB09) 
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Để tiếp tục phân tích mối quan hệ và sự tương đồng của ba chủng vi rút HT18, 

NA06 và QB09 với các chủng tham chiếu trên thế giới và các chủng phân lập tại 

Việt Nam kết quả được trình bày tại Hình 4.13-4.15. 

Kết quả ở hình 4.13-4.15 cho thấy, cả ba chủng HT18, NA06 và QB09 có độ 

tương đồng cao so với các chủng vi rút LSD phân lập tại các nước như Trung Quốc, 

Thái Lan, Indonesia và các chủng vi rút LSD phân lập tại Việt Nam năm 2020. 

Toàn bộ trình tự bộ gen của ba chủng vi rút NA06, HT18 và QB09 đã được đăng 

tải trên ngân hàng dữ liệu GenBank thế giới với mã số đăng ký từ PQ859562-

PQ859564. 

 

Hình 4.20. So sánh kết quả giải trình tự toàn bộ genome vi rút LSD phân lập 

từ tỉnh Nghệ An (NA06) trên ngân hàng dữ liệu Genbank 
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Hình 4.21. So sánh kết quả giải trình tự toàn bộ genome vi rút LSD phân lập 

từ tỉnh Hà Tĩnh (HT18) trên ngân hàng dữ liệu Genbank 
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Hình 4.22. So sánh kết quả giải trình tự toàn bộ genome vi rút LSD phân lập 

từ tỉnh Quảng Bình (QB09) trên ngân hàng dữ liệu Genbank 
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4.3.5. Kết quả phân tích mối quan hệ giữa các chủng vi rút LSD tại Việt Nam 

với các chủng tham chiếu đã được công bố trên ngân hàng gen (Genbank) dựa 

vào trình tự toàn bộ genome 

 

Hình 4.23. Cây phả hệ phát sinh mối quan hệ của một số chủng vi rút LSD 

phân lập tại Việt Nam và trên thế giới dựa vào toàn bộ trình tự genome 

của vi rút 

Dựa vào phân tích trình tự toàn bộ genome của vi rút gây bệnh VDNC được 

chia thành 03 nhóm chính (cluster) bao gồm cluster 1.1, cluster 1.2 và cluster 2. 

Cluster 1.1 bao gồm các chủng vi rút LSD phân lập sớm từ Nam Phi những năm 

1950s, đại diện là chủng vi rút Neethling-LW1959 (AF409138.1) đã được giảm 

độc lực để trở thành chủng vắc xin lưu hành trên thế giới (Badhy và cs, 2021; 

Schalkwyk và cs, 2022). Sự phân bố của Cluster 1.1 bị hạn chế bởi địa lý, do vậy 

sự lưu hành của cluster 1.1 không phổ biến tại các quốc gia khác (Hình 4.16). 

Ngược lại thì Cluster 1.2 lại có phổ lưu hành rộng rãi hơn từ Châu Phi, Trung 

Đông, Châu Âu và Châu Á (Schalkwyk và cs, 2022). Cluster 1.2 lần đầu tiên được 
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phân lập và ghi nhận tại Kenya, với chủng đại diện là KSGPO 240-Kenya 1959 

(KX683216), sau đó lan rộng ra các nước Châu Phi khác, Châu Âu và Châu Á. 

Cluster 1.2 được chia thành 03 sub-cluster nhỏ bao gồm sub-Cluster 1.2 truyền 

thống từ những ổ dịch đầu tiên, sub-cluster 1.2-KSGPO năm 2019 tại Ấn Độ đại 

diện là chủng LSDV Ranchi-1 India 2019 (MW883897) và sub-cluster 1.2-KSPO-

India 2020 đại diện là chủng LSDV 208/PVNRTVU India 2020 (ON400507) 

(Hình 4.16). 

Hiện nay, vi rút LSD cluster 2 đang lưu hành rộng rãi trên thế giới trải dài từ 

các quốc gia Châu Phi qua Châu Âu và Châu Á. Dựa trên trình tự toàn bộ genome 

của vi rút LSD người ta đã xác định được 05 sub-cluster 2 hiện đang lưu hành trên 

thế giới bao gồm sub-cluster 2.1-2.5 (Krotova và cs, 2022a; Krotova và cs, 2022b; 

Sprygin và cs, 2018c). Sub-cluster 2.1 đầu tiên được phân lập là chủng vi rút tái tổ 

hợp tại Saratov của Nga năm 2017, đại diện là chủng LSDV/Saratov/Russia/2017 

(MH646674) (Krotova và cs, 2022a; Krotova và cs, 2022b; Sprygin và cs, 2018c). 

Sub-cluster 2.2 cũng được phân lập tại Nga năm 2019 với chủng đại diện là 

LSDV/Russia/Udmurtiya/2019 (MT134042), về mặt di truyền chủng này có sự 

khác biệt với chủng Saratov của Nga năm 2017 (Hình 3.36). Sub-cluster 2.3 đại 

diện là Kostanay/Kazakhstan/2018 (MT992618), nhưng không có bất kỳ thông tin 

gì liên quan đến chủng này (Hình 4.16). Sub-cluster 2.4 cũng được phát hiện tại 

Nga năm 2019, đại diện là chủng LSDV/Russia/Tyumen/2019. Phân tích di truyền 

cho thấy chủng này tương đồng đến 38% SNP với KSGPO-240 và 62% với vắc 

xin Neethling-LW-1959, dẫn đến mối quan hệ phát sinh loài gần hơn với sub-

cluster 1.1 (Krotova và cs, 2022b; Krotova và cs, 2022c). 

Sub-cluster 2.5 lần đầu tiên được mô tả trong một đợt bùng phát ở khu vực 

Tân Cương của Trung Quốc vào năm 2019, đại diện là chủng 

LSDV/China/GD01/2019 (MW355944) và chủng LSDV/China/XJ201901 

(OM984495) (Lu và cs, 2020). 
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Bảng 4.6. Khoảng cách di truyền về trình tự nucleotide của các chủng vi rút LSD phân lập tại Việt Nam và các chủng 

tham chiếu trên thế giới dựa vào trình tự toàn bộ genome vi rút 
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Ghi chú: Càng gần về 0 thì khoảng cách giữa các chủng vi rút càng giống nhau 
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Các chủng vi rút thuộc sub-cluster 2.5 đã chứng minh khả năng lây lan dịch 

bệnh nhanh chóng, bằng chứng là các chủng vi rút này đã lây lan rộng khắp Trung 

Quốc, Việt Nam, Đài Loan, Thái Lan, Campuchia, Malaysia và Indonesia, Mông 

Cổ và Nga vào năm 2020. Các chủng vi rút thuộc sub-cluster 2.5 này có 48% SNP 

giống hệt với KSGPO-240 và 52% giống hệt với vắc xin Neethling-LW-1959 

(Krotova và cs, 2022b). Đáng chú ý, trong cùng thời gian, sub-cluster 2.5 tái tổ hợp 

mới đang lan rộng khắp Đông Nam Á, một trong những chủng bố mẹ của nó, chủng 

vắc xin KSGPO-240, đã lan rộng khắp Bangladesh, Ấn Độ, Myanmar, Nepal, 

Bhutan, Pakistan và Sri-Lanka. Cho đến nay, chưa có báo cáo nào về sự tái tổ hợp 

tiếp theo giữa sub-cluster tái tổ hợp 2.5 và các chủng vắc xin bố mẹ KSGPO-240 

(Mazloum và cs, 2023). Dựa trên phân tích phả hệ di truyền và phân tích trình tự 

toàn bộ genome của ba chủng vi rút phân lập tại các tỉnh Bắc Trung Bộ của Việt 

Nam cho thấy, chủng vi rút, NA06, HT18 và QB09 có độ tương đồng cao, dao động 

từ 99.6-99.8% so với các chủng vi rút LSD phân lập tại Trung Quốc như 

LSDV/China/GD01/2019 (MW355944) và chủng LSDV/China/XJ201901 (OM984495) 

và nằm trong nhóm vi rút LSD tái tổ hợp sub-cluster 2.5 đang lưu hành tại Việt Nam 

và các nước Đông Nam Châu Á. 

4.3.6. Tính ổn định di truyền của ba chủng vi rút LSD gây bệnh VDNC qua các 

đời cấy chuyển trên tế bào dòng MDBK 

Để đánh giá sự bảo tồn kháng nguyên cũng như xác định sự bảo tồn vật chất di 

truyền, chúng tôi tiến hành giải trình tự đoạn gen P32 của 03 chủng vi rút sau 10, 20 và 

30 đời cấy chuyển. Kết quả giải trình tự gen P32 của 03 chủng vi rút LSD gồm LSDV-

NA06, LSDV-HT18 và LSDV-QB09 qua các đời cấy chuyển thứ 10, 20 và 30 được 

thể hiện qua hình 4.17. 

Kết quả hình 4.17 cho thấy cả ba chủng đều có độ tương đồng gen P32 đạt 

100% với nhau và với chủng Tân Cương Trung Quốc 2019, không có sự sai khác hay 

thay đổi về vật chất di truyền trong 30 lần cấy chuyển trên tế bào dòng MDBK. Sự 

tương đồng này phản ánh đặc điểm di truyền của 03 chủng vi rút LSD đang lưu hành 

tại Việt Nam ổn định, đồng thời cung cấp dữ liệu quan trọng về đặc tính kháng nguyên 
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phục vụ công tác nghiên cứu phát triển vắc xin phòng bệnh VDNC sử dụng chủng thực 

địa phân lập tại Việt Nam. 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. .... | 

Xinjiang/2019 TAAATTATATACGTAAATAACATACCTGCTAAAAACCATAGTAATTTAGAATTCAAATCAAAAATTATCATTATTATAATAAATAAAATAATAAGTGCTC 

LS16/Pass-10 .................................................................................................... 

LS16/Pass-20 .................................................................................................... 

LS16/Pass-30 .................................................................................................... 

NA06/Pass-10 .................................................................................................... 

NA06/Pass-20 .................................................................................................... 

NA06/Pass-30 .................................................................................................... 

HT18/Pass-10 .................................................................................................... 

HT18/Pass-20 .................................................................................................... 

HT18/Pass-30 .................................................................................................... 

QB09/Pass-10 .................................................................................................... 

QB09/Pass-20 .................................................................................................... 

QB09/Pass-30 .................................................................................................... 

QB09/Pass-BF .................................................................................................... 

NA06/Pass-BF .................................................................................................... 

HT18/Pass-BF .................................................................................................... 

LS16/Pass-BF .................................................................................................... 

 

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. .... | 

Xinjiang/2019 CTATTATACTAATATCAAATATACCAAAAAATGAAACCAATGGATGGGATACATAGTAAGAAAAATCAGGAAATCTATGAGCCATCCATTTTCCAACTCT 

LS16/Pass-10 .................................................................................................... 

LS16/Pass-20 .................................................................................................... 

LS16/Pass-30 .................................................................................................... 

NA06/Pass-10 .................................................................................................... 

NA06/Pass-20 .................................................................................................... 

NA06/Pass-30 .................................................................................................... 

HT18/Pass-10 .................................................................................................... 

HT18/Pass-20 .................................................................................................... 

HT18/Pass-30 .................................................................................................... 

QB09/Pass-10 .................................................................................................... 

QB09/Pass-20 .................................................................................................... 

QB09/Pass-30 .................................................................................................... 

QB09/Pass-BF .................................................................................................... 

NA06/Pass-BF .................................................................................................... 

HT18/Pass-BF .................................................................................................... 

LS16/Pass-BF .................................................................................................... 

 

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. .... | 

Xinjiang/2019 ATTCCATATACCGTTTTTCATTTCGTTAGCTCTTTTTTTTGACAAATACTTAGTATTGTGAAGTATATACTTAGATGAGTCATTTAAAACTTGTCTATTG 

LS16/Pass-10 .................................................................................................... 

LS16/Pass-20 .................................................................................................... 

LS16/Pass-30 .................................................................................................... 

NA06/Pass-10 .................................................................................................... 

NA06/Pass-20 .................................................................................................... 

NA06/Pass-30 .................................................................................................... 

HT18/Pass-10 .................................................................................................... 

HT18/Pass-20 .................................................................................................... 

HT18/Pass-30 .................................................................................................... 

QB09/Pass-10 .................................................................................................... 

QB09/Pass-20 .................................................................................................... 

QB09/Pass-30 .................................................................................................... 

QB09/Pass-BF .................................................................................................... 

NA06/Pass-BF .................................................................................................... 

HT18/Pass-BF .................................................................................................... 

LS16/Pass-BF .................................................................................................... 

 

310 320 330 340 350 360 

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. ... | 

Xinjiang/2019 AGTTTTAATTCTTTTTCCAACTTATACATTTCAAAACTTAAACTGGTAGAAATACCTTTA 

LS16/Pass-10 ............................................................ 

LS16/Pass-20 ............................................................ 

LS16/Pass-30 ............................................................ 

NA06/Pass-10 ............................................................ 

NA06/Pass-20 ............................................................ 

NA06/Pass-30 ............................................................ 

HT18/Pass-10 ............................................................ 

HT18/Pass-20 ............................................................ 

HT18/Pass-30 ............................................................ 

QB09/Pass-10 ............................................................ 

QB09/Pass-20 ............................................................ 

QB09/Pass-30 ............................................................ 

QB09/Pass-BF ............................................................ 

NA06/Pass-BF ............................................................ 

HT18/Pass-BF ............................................................ 

LS16/Pass-BF ............................................................ 

 

Hình 4.24. Kết quả alignment trình tự P32 của 3 chủng vi rút LSD phân lập 

tại khu vực Bắc Trung Bộ sau 10 đời, 20 đời và 30 đời cấy chuyển so với 

chủng Tân Cương Trung Quốc 
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4.3.7. Xác định sự có mặt của vi rút LSD sau khi gây nhiễm trên động vật bằng 

chủng thực địa 

Động vật thí nghiệm gồm 12 bê cùng nguồn gốc, độ tuổi, thể trạng được 

chia làm 4 lô, mỗi lô có 3 con. Lô 1 được gây nhiễm vi rút với liều gây nhiễm 

2x106 TCID50/mL, lô 2 với liều gây nhiễm 2x106,5 TCID50/mL và lô 3 với liều 

gây nhiễm 2x107 TCID50/mL chủng LSDV/Vietnam/Nghe an/NA06 (NA06). 

Trước thí nghiệm tất cả bê khỏe mạnh, không có biểu hiện lâm sàng của bệnh Lở 

mồm long móng, Tụ huyết trùng, Lao, Tiêu chảy và VDNC. Tất cả các lô thí 

nghiệm đều được tiến hành kiểm tra sự có mặt của kháng thể kháng vi rút gây bệnh 

VDNC bằng phương pháp ELISA và sự có mặt của vi rút gây bệnh VDNC bằng 

phương pháp real-time PCR. Kết quả được thể hiện ở bảng 4.10 cho thấy toàn bộ 

bê thí nghiệm đều cho kết quả âm tính với vi rút gây bệnh VDNC (không có giá 

Ct) và không phát hiện thấy kháng thể kháng vi rút gây bệnh VDNC (Chỉ số 

S/P%<30). 

Bảng 4.10. Kết quả đánh giá sự có mặt của vi rút LSD và kháng thể kháng vi 

rút gây bệnh VDNC của bò trước khi gây nhiễm 

TT Ký hiệu Nhóm 
 Kết quả 

ELISA 

Kết quả 

Relatime-PCR 

1 Bv-01  

Đối chứng âm 

 Âm tính Âm tính 

2 Bv-02  Âm tính Âm tính 

3 Bv-03  Âm tính Âm tính 

4 Bv-04  

Lô gây nhiễm 01 

 Âm tính Âm tính 

5 Bv-05  Âm tính Âm tính 

6 Bv-06  Âm tính Âm tính 

7 Bv-07  

Lô gây nhiễm 02 

 Âm tính Âm tính 

8 Bv-08  Âm tính Âm tính 

9 Bv-09  Âm tính Âm tính 

10 Bv-10  

Lô gây nhiễm 03 

 Âm tính Âm tính 

11 Bv-11  Âm tính Âm tính 

12 Bv-12  Âm tính Âm tính 

Sau khi tiến hành gây nhiễm, lấy mẫu máu 2 ngày/lần để kiểm tra sự xuất 

hiện của vi rút LSD kết quả trình bày tại bảng 4.11. 
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Kết quả real-time PCR cho thấy vi rút LSD đã được phát hiện trong mẫu 

máu của bê sau khi gây nhiễm với các Ct khác nhau. Lô 3 được gây nhiễm với liều 

2×107 TCID50/mL, vi rút được phát hiện sớm nhất vào ngày thứ 3 sau gây nhiễm, 

với giá trị Ct là 36,3. Ở lô 1 và lô 2, với liều lần lượt là 2×106 và 2×106,5 

TCID50/mL, vi rút chỉ được phát hiện ở 2/6 cá thể bê tại thời điểm 5 ngày sau gây 

nhiễm, với giá trị Ct lần lượt là 37,7 và 37,0. Đến ngày thứ 7 sau gây nhiễm, tất cả 

bê trong ba lô gây nhiễm đều cho kết quả dương tính với vi rút LSD. Giá trị Ct 

phản ánh mức độ nhân lên của vi rút, với sự khác biệt rõ rệt giữa các nhóm liều: lô 

3 có giá trị Ct thấp nhất (28,3–29,4), tiếp theo là lô 2 (32,4–35,3), và cuối cùng là 

lô 1 (32,6–36,8). Từ những kết quả này có thể nói rằng quá trình gây nhiễm vi rút 

LSD chủng NA06 đã được thực hiện thành công, đồng thời cho thấy mức độ nhân 

lên của vi rút có tăng lên khi liều lượng gây nhiễm tăng. 

Bảng 4.11. Kết quả kiểm tra sự xuất hiện của vi rút LSD trong máu bò thí 

nghiệm bằng phương pháp Real time PCR 
 

 

TT 

 

Ký hiệu 

 

Nhóm 
Liều vi rút 

gây nhiễm 

Kết quả real-time PCR mẫu máu 

(giá trị Ct) 

D1 D3 D5 D7 

1 Bv-01  

Đối chứng âm 

0 - - - - 

2 Bv-02 0 - - - - 

3 Bv-03 0 - - - - 

4 Bv-04  

Lô gây nhiễm 01 

2x106 - - 37,7 32,6 

5 Bv-05 2x106 - - - 36,3 

6 Bv-06 2x106 - - - 36,8 

7 Bv-07  

Lô gây nhiễm 02 

2x106,5 - - - 35,0 

8 Bv-08 2x106,5 - - 37,0 32,4 

9 Bv-09 2x106,5 - - - 35,3 

10 Bv-10  

Lô gây nhiễm 03 

2x107 - - 35,4 29,4 

11 Bv-11 2x107 - - 36,3 31,2 

12 Bv-12 2x107 - 36,3 33,2 28,3 

Ghi chú: ‘-’: không có giá trị Ct; D (dpi): ngày sau gây nhiễm 

Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trước đó, trong đó vi rút LSD được 

phát hiện trong máu từ ngày thứ 3 đến thứ 7 sau gây nhiễm. Ngoài ra, các nghiên 

cứu này còn cho thấy vi rút có thể được phát hiện trong các mẫu ngoáy mũi, miệng 

ở khoảng thời gian từ 5–7 ngày sau gây nhiễm (Kononov và cs, 2019b; Wolff và 

cs, 2020b). 
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4.3.8. Kết quả đánh giá các triệu chứng lâm sàng của bê được gây nhiễm vi rút 

LSD chủng NA06 

Sau khi gây nhiễm vi rút LSD, bê thí nghiệm được đo thân nhiệt hằng ngày 

vào hai thời điểm cố định là 9 giờ sáng và 16 giờ chiều. Số liệu được ghi chép và 

phân tích. Kết quả kiểm tra thân nhiệt của bê thí nghiệm sau gây nhiễm với chủng 

vi rút NA06 được thể hiện ở hình 4.25 (bê sốt nếu thân nhiệt lớn hơn 39,50C). 

 

Hình 4.25. Kết quả kiểm tra thân nhiệt của bê sau khi gây nhiễm vi rút LSD 

Hình 4.25 cho thấy bê thí nghiệm bắt đầu xuất hiện triệu chứng sốt nhẹ (39,5 

– 40,0°C) từ ngày thứ 5 sau gây nhiễm. Thân nhiệt tiếp tục tăng và đạt đỉnh trong 

khoảng 40,6 – 41,6°C vào thời điểm 11–12 sau gây nhiễm, sau đó giảm dần và trở 

về ngưỡng sinh lý bình thường (38,7 – 39,4°C) vào các ngày 15–17 sau gây nhiễm. 

Sự gia tăng thân nhiệt này đi kèm với hiện tượng giảm tiêu thụ thức ăn, được ghi 

nhận rõ rệt trong khoảng 7–10 ngày sau gây nhiễm. Ngược lại, nhóm đối chứng 

duy trì thân nhiệt ổn định trong khoảng 38,3 – 39,2°C, không có biểu hiện sốt hoặc 

sức khỏe bất thường. 

Phân tích theo từng lô thí nghiệm cho thấy mức độ sốt có tương quan với 

liều vi rút gây nhiễm. Ở lô 3 (liều 107 TCID50/mL), bê bắt đầu sốt từ 5 đến 15 

ngày sau gây nhiễm, với thân nhiệt dao động từ 39,6 – 41,6°C. Cá thể BV-12 trong 

lô này có thân nhiệt cao nhất, kèm theo các triệu chứng lâm sàng nghiêm trọng như 

suy hô hấp, viêm khớp và sự xuất hiện nhiều nốt sần trên da. Trong khi đó, bê ở lô 

1 (106 TCID50/mL) và lô 2 (106,5 TCID50/mL) có biểu hiện sốt nhẹ hơn (39,5 – 

40,2°C), khởi phát từ ngày thứ 5 và kéo dài đến 17 ngày sau gây nhiễm. Thời gian 
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sốt trung bình trong hai lô này là khoảng 7 ngày, sau đó thân nhiệt giảm và các cá 

thể bê phục hồi với trạng thái sinh lý bình thường. Kết quả nghiên cứu này phù 

hợp với các nghiên cứu trước đó khi nhiệt độ cơ thể của hầu hết động vật thí nghiệm 

bắt đầu tăng vào khoảng 5 đến 9 ngày sau gây nhiễm và sốt kéo dài từ 6 đến 9 ngày 

thậm chí hơn 10 ngày. Thí nghiệm của Adamu và cs (2024) ở bê 4,5 tháng tuổi với 

liều vi rút LSD 103,9TCID50. Nhiệt độ trực tràng tăng vào ngày thứ 4 sau gây 

nhiễm và kéo dài đến ngày thứ 15, trường hợp nghiêm trọng bê sốt (> 39,5 °C). 

Thí nghiệm của Shumilova và cs (2024) trên bê đực 6-8 tháng tuổi với chủng vi 

rút Udmurtiya/2019 5 log TCID50/mL, dấu hiệu đầu tiên của sự gia tăng nhiệt độ 

cơ thể (41,1°C–41,5°C) được ghi nhận vào ngày thứ 7 sau gây nhiễm. Đối với bò 

1,5-2 năm tuổi được gây nhiễm có phản ứng toàn thân ở ngày thứ 4 sau khi gây 

nhiễm. Sang ngày thứ 5 sau gây nhiễm, nhiệt độ cơ thể tăng lên 41,0°C và sốt kéo 

dài trong khoảng 39,5–40,0°C trong hai ngày tiếp theo (Kutumbetov và cs, 2025). 

Nhiều trường hợp nhiệt độ tăng từ 40,6-42oC và có đỉnh sốt vào ngày thứ 10 đến 

ngày thứ 13 sau gây nhiễm, trước khi bắt đầu giai đoạn sốt kéo dài (Wolff và cs, 

2020a). Kèm theo sốt là hiện tượng động vật bỏ ăn hoặc ăn kém hơn, trạng thái cơ 

thể ủ rũ ít vận động cùng với uống nhiều nước ở đỉnh sốt (Adamu và cs, 2024; 

Shumilova và cs, 2024; Kutumbetov và cs, 2025). 

Ngoài việc theo dõi thân nhiệt, bê thí nghiệm cũng được quan sát và đánh 

giá triệu chứng lâm sàng hàng ngày và chấm điểm theo thang chấm điểm như trong 

mô tả ở phần phương pháp (Carn và Kitching, 1995a). Triệu chứng lâm sàng bò 

thí nghiệm được trình bày trong Bảng 4.12 và Hình 4.26-4.28. 

Sau khi gây nhiễm vi rút LSD, các biểu hiện lâm sàng đầu tiên được ghi 

nhận từ 4–6 ngày sau nhiễm, với mức độ và thời điểm khởi phát khác nhau tùy 

theo liều lượng vi rút. Các triệu chứng bao gồm giảm hoạt động, ủ rũ, giảm lượng 

thức ăn tiêu thụ, tăng tiết nước bọt, chảy nước mắt nước mũi, nổi nốt sần trên da 

và hình thành các tổn thương loét ở miệng và mũi. Nốt sần tiến triển thành mụn 

nước hoặc mủ, sau đó đóng vảy, đặc biệt rõ ở vùng da mỏng, ít lông. Hạch bạch 

huyết nông sưng to, xuất hiện ho và thở khó nhẹ. Lượng nước uống tăng đáng kể 

từ 10–14 ngày sau nhiễm so với nhóm đối chứng. Ở lô thí nghiệm 3 (107 

TCID50/ml), toàn bộ bê thí nghiệm biểu hiện triệu chứng nghiêm trọng, trong đó 

cá thể BV-12 đạt điểm lâm sàng cao nhất (13 điểm). Lô 2 (106,5 TCID50/ml) ghi 



87  

nhận mức độ lâm sàng trung bình, với BV-08 đạt điểm tối đa là 10. Lô 1 (106 

TCID50/ml) biểu hiện triệu chứng nhẹ đến trung bình và phục hồi hoàn toàn sau 

21 ngày sau gây nhiễm. Không có biểu hiện bệnh lý nào được ghi nhận và không 

có cá thể nào chết ở thời điểm 28 sau gây nhiễm ở nhóm đối chứng. 

 

Hình 4.26. Kết quả đánh giá triệu chứng lâm sàng của bò sau khi gây nhiễm 

Các triệu chứng lâm sàng của bê sau gây nhiễm bao gồm: Xuất hiện nhiều 

nốt sần ở nhiều vùng khác nhau của cơ thể bao gồm vú, tinh hoàn, đuôi, lưng, cổ, 

tầng sinh môn và chân, các nốt sần này có kích thước từ vài milimét đến 7 cm 

đường kính. Những nốt sần trên da có kích thước đồng đều, nhỏ, nổi lên với lông 

dựng đứng, thường hợp nhất thành những nốt lớn hơn, không đều, lan rộng khắp 

bề mặt cơ thể. Những nốt sần này thường xuất hiện ở lớp biểu bì và hạ bì sự xuất 

hiện của các tổn thương dạng nốt sần có liên quan đến sự tiến triển của bệnh với 

tổn thương ở dạng hoại tử loét và mưng mủ nghiêm trọng với sự hình thành vảy 

hoặc vảy bên ngoài trong các trường hợp cấp tính (Al-Salihi và Hassan, 2015; 

Tuppurainen và cs, 2017a). 

Kết quả này tương đồng với một số kết quả nghiên cứu đối với bò nhiễm tự 

nhiên và thực nghiệm bệnh VDNC đều có các triệu chứng chán ăn, trầm cảm, chảy 

nước dãi, chảy nước mũi, có hoặc không kèm theo đục giác mạc và gầy mòn. Các 

hạch bạch huyết dưới xương bả vai và trước đầu sưng phì đại (Abutarbush và cs, 

2015; Wolff và cs, 2020b; Ali và cs, 2021; Hamdi và cs, 2021, Mathewos và cs, 

2022; Pandey và cs, 2022; Nguyễn Quốc Cường và cs, 2022; Adamu và cs, 2024; 

Phạm Minh Hằng và cs, 2024; Shumilova và cs, 2024; Kutumbetov và cs, 2025). 
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Bảng 4.12. Đánh giá triệu chứng lâm sàng của bò thí nghiệm gây nhiễm 
 

 

 

TT 

 

 

Triệu chứng 

Lô đối 

chứng 
Lô 1 Lô 2 Lô 3 

BV- 

01 

BV- 

02 

BV- 

03 

BV- 

04 

BV- 

05 

BV- 

06 

BV- 

07 

BV- 

08 

BV- 

09 

BV- 

10 

BV- 

11 

BV- 

12 

1 
Giảm hoạt động, trầm cảm 

bò nằm nhiều, sốt 

 
- - ++ + + ++ +++ ++ ++ ++ +++ 

2 Chán ăn/Giảm ăn - - - ++ + + ++ +++ ++ ++ +++ +++ 

3 Tăng tiết nước bọt - - - +++ + + ++ ++ ++ +++ +++ +++ 

4 Chảy nước mũi/nước mắt - - - ++ ++ + +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

 

5 

Nốt sần tròn, cứng, kích 

thước 1-7 cm, phân bố trên 

da toàn thân. 

 

- 

 

- 

 

- 

 

++ 

 

+ 

 

+ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

6 

Nốt sần tiến triển thành mụn 

nước hoặc mụn mủ, có thể 

gây lở loét. 

 

- 

 

- 

 

- 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

++ 

 

++ 

 

++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

7 

Hình thành vảy dày trên 

vùng da bị tổn thương, dễ 

bong tróc. 

 

- 

 

- 

 

- 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

8 
Loét niêm mạc miệng, mũi; 

có thể gây khó thở, ho. 
- - - + + + +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

9 
Hạch bẹn, hạch bạch huyết 

trước vai sưng lớn. 
- - - + +  

+ 
++ +++ ++ ++ ++ +++ 

10 
Ho khan, có dấu hiệu khó 

thở vừa phải. 
- - - + - - ++ ++ ++ +++ +++ +++ 

11 
Phù các chi, ngực, tầng sinh 

môn 
- - - - - - ++ ++ ++ +++ +++ +++ 

12 
Viêm kết mạc, viêm giác 

mạc, nhạy cảm với ánh sáng. 
- - - + + - ++ ++ ++ +++ +++ +++ 

Ghi chú: +++: Triệu chứng nặng, ++: Triệu chứng trung bình, +: Triệu chứng nhẹ, 

- : Bình thường; Điểm 0 (-); 1-5 điểm (+); 6-9 điểm (++); 10-13 điểm (+++); 

>13 điểm (Hủy) 
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Hình 4.27. Hình ảnh minh hoạ triệu chứng lâm sàng của bò sau gây nhiễm vi 

rút LSD chủng thực địa 

Ghi chú: (A) Bò sưng mắt, chảy nước mắt, (B) Thu thập nốt sần trên vùng da 

bò, (C) Bò chảy nước mũi, sưng mũi, (D) Nốt sần bao phủ toàn bộ vùng da lưng và 

bụng bò, (E) Các triệu chứng ở vùng mũi, mắt, tai, và (F) Nốt sần ở vùng đầu và cổ bò. 

4.3.9. Kết quả đánh giá các bệnh tích đại thể của bê sau gây nhiễm 

Các lô thí nghiệm 1, 2 và 3 đến ngày thứ 7 đều có kết quả dương tính với 

Reatime PCR (Bảng 4.13). Nhưng đến ngày thứ 14 thân nhiệt bò đạt đỉnh là 39,6 

- 41,6oC và có giá trị Ct đạt từ 18.1-22.4. Kết quả này tương đồng với thí nghiệm 

của Adamu và cs (2024), Shumilova và cs (2024), Kutumbetov và cs (2025) khi 

DNA của vi rút LSD được phát hiện trong máu và swab vào khoảng 9-15 ngày sau 

gây nhiễm. Đây có thể là đỉnh điểm mà vi rút LSD nhân lên trong máu bò thí 

nghiệm (Kononov và cs, 2019b; Lu và cs, 2020; Tuppurainen và cs, 2018; Wolff 

và cs, 2020a). Những con bê (BV-01, BV-04, BV-08 và BV-12) thuộc 4 lô 

được mổ khám trong đó bê mang ký hiệu BV-01 là đối chứng, còn lại 3 bê có 

những triệu chứng điển hình như suy hô hấp, nhiều nốt sần và tình trạng viêm 

khớp… để kiểm tra tổn thương đại thể và vị trí khu trú của vi rút trong các cơ 

quan nội tạng của bê thí nghiệm. Kết quả đánh giá bệnh tích được thể hiện tại 

bảng 4.13 và hình 4.27. 
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Bảng 4.13. Kết quả đánh giá bệnh tích đại thể của bò sau gây nhiễm vi rút 

LSD chủng thực địa 

 

 

Cơ quan 

 

 

Bệnh tích 

Lô đối chứng Lô 1 Lô 2 Lô 3 

BV-

01 

BV-

02 

BV-

03 

BV-

04 

BV-

05 

BV-

06 

BV-

07 

BV-

08 

BV-

09 

BV-

10 

BV-

11 

BV-

12 

Da và cơ Xuất huyết 

từ mô dưới 

da 

 

- 

 

- 

 

- 

 

+ 

 

- 

 

- 

 

- 

 

++ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

++ 

Lưỡi Viêm lưỡi 

loét trợt 

loét, lưỡi to 

ra và phù 

nề 

 

 

- 

 

 

- 

 

 

- 

 

 

+ 

 

 

- 

 

 

- 

 

 

++ 

 

 

+++ 

 

 

++ 

 

 

++ 

 

 

+++ 

 

 

+++ 

Niêm 

mạc mũi 

Viêm da 

loét và xói 

mòn    ở 

gương mũ 

 

- 

 

- 

 

- 

 

+ + 

 

+ 

 

+ 

 

++ 

 

+++ 

 

++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

Hạch 

lympho 

Sưng to, 

phù, xuất 

huyết 

 

- 

 

- 

 

- 

 

++ 

 

+ 

 

+ 

 

++ 

 

+++ 

 

++ 

 

++ 

 

+++ 

 

+++ 

Phổi Viêm, Phù, 

Xuất huyết 
- - - + - - + ++ + ++ ++ +++ 

Khí quản Xuất hiện 

nốt hoại tử, 

ổ    xuất 

huyết 

 

- 

 

- 

 

- 

 

++ 

 

+ 

 

+ 

 

++ 

 

+++ 

 

++ 

 

+++ 

 

+++ 

 

+++ 

Dạ dày 

trước 

Sưng to, 

xuất huyết 
- - - + - - + + + + + ++ 

Ruột non Xuất huyết - - - + - - + ++ + ++ ++ +++ 

Ghi chú: +++: Tổn thương nặng, ++: Tổn thương mức trung bình, + : Tổn 

thương nhẹ, - : không tổn thương. 

Khám nghiệm đại thể bê thí nghiệm sau gây nhiễm cho thấy tổn thương 

điển hình tại nhiều cơ quan, tập trung ở da, hô hấp, tiêu hóa và bạch huyết. Tổn 

thương ngoài da bao gồm các nốt sần đồng đều, nổi cao, tiến triển thành loét, mưng 

mủ và đóng vảy. Mô dưới da phù nề, có ổ xuất huyết khu trú. Niêm mạc mũi và 



91  

miệng bị xói mòn, lưỡi phù nề với các vết loét sâu và lan tỏa. Khí quản viêm cấp, 

xuất huyết, có ổ hoại tử kèm tiết dịch nhầy. Phổi viêm nặng, có ổ áp xe và dịch 

mủ. Hạch bạch huyết (đặc biệt là hạch bẹn và hạch vai) sưng to, xuất huyết, có mủ. 

Ngoài ra, tổn thương lan đến các cơ quan sinh dục, đường tiêu hóa và mô sâu như 

khớp, bao gân. Các biến chứng như viêm vú, viêm tử cung và viêm phổi do bội 

nhiễm cũng được ghi nhận trong giai đoạn muộn của bệnh. Kết quả cho thấy chủng 

vi rút NA06 là chủng có độc lực cao, có khả năng gây bệnh trên bò với các biểu 

hiện triệu chứng lâm sàng, bệnh tích giống với các chủng vi rút LSD gây bệnh tại 

thực địa. 

 

Hình 4.28. Biểu hiện bệnh tích bò nhiễm vi rút LSD chủng thực địa 

Ghi chú: (A) xuất huyết và tích khí tại ruột bò gây nhiễm, (B) xuất huyết 

hạch bẹn nông, (C) xuất huyết hạch dưới hàm, (D) Dịch khớp chân trước, (E) 

xuất huyết vùng màng thận, (F) tím tái và xuất huyết vùng dưới da, và (G) xuất 

huyết, nhợt nhạt, xưng phù vùng lưỡi bò gây nhiễm vi rút LSD chủng thực địa 

Các nốt sần hoại tử có thể được tìm thấy ở hầu hết các bộ phận của đường 

tiêu hóa (môi, nướu, vòm miệng, dạ dày trước), hô hấp (niêm mạc mũi, hầu, thanh 

quản, khí quản và các cấu trúc tiểu phế quản) và đường tiết niệu sinh dục của 

cả con đực (tinh hoàn) và cái (tử cung, âm đạo, vú). Trong trường hợp nhiễm trùng 

nặng, các mô sâu hơn như bao gân, khớp hoạt dịch và thậm chí xương 
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mõm cũng bị ảnh hưởng (Moudgil và cs, 2023). Phổi bị viêm, rối loạn chức năng 

khí quản, viêm vú, viêm tử cung, viêm mủ tử cung và viêm tinh hoàn là những 

biến chứng thường gặp bất cứ khi nào có sự tham gia thứ phát của vi khuẩn hoặc 

nấm (Ali và cs, 2012; El-Neweshy và cs, 2013). 

Kết quả tương tự với một số nghiên cứu khác khi mổ khám động vật thí 

nghiệm ở các ngày 11, 15, 21 sau gây nhiễm cho thấy những thay đổi bệnh lý 

đã được quan sát thấy ở các cơ quan nội tạng bao gồm phổi, ruột, khí quản, lách, 

hạch bạch huyết dưới vai, hạch bạch huyết dưới hàm và da (Adamu và cs, 2024); 

Shumilova và cs, 2024; Kutumbetov và cs, 2025). Các biến đổi bệnh lý ở động vật 

thí nghiệm được gây nhiễm với chủng độc lực cao giống với gia súc mắc bệnh tự 

nhiên thể lâm sàng (Ali và cs, 2021; Hamdi và cs, 2021; Mathewos và cs, 2022). 

Kết quả theo dõi sự nhân lên của vi rút LSD chủng NA06 trong máu của bê 

thí nghiệm sau gây nhiễm được trình bày ở bảng 4.14 và bảng 4.15 

Dữ liệu từ bảng 4.14 cho thấy, kết quả đánh giá sự nhân lên của vi rút LSD 

trong máu bò bằng phương pháp real-time PCR có sự khác biệt tùy theo liều vi rút 

gây nhiễm. Cụ thể, ở nhóm bò được gây nhiễm với liều 2 × 107TCID50/mL, vi rút 

được phát hiện trong máu từ ngày thứ 3 đến 5 sau khi gây nhiễm và đạt tải lượng 

cao nhất vào khoảng 12–14 sau gây nhiễm, với giá trị Ct dao động từ 18,1 đến 

23,5, cho thấy sự nhân lên mạnh và sớm của vi rút, Trong khi đó, ở nhóm bò được 

gây nhiễm liều 2 × 106,5 TCID50/mL, vi rút được phát hiện muộn hơn, từ ngày 5–

7 sau gây nhiễm và đạt mức cao nhất vào 12–14 sau gây nhiễm với giá trị Ct trong 

khoảng 20,3–24,3. Đối với nhóm bò được gây nhiễm với liều thấp nhất là 2 × 106 

TCID50/mL, vi rút cũng được phát hiện từ 5–7 sau gây nhiễm, tuy nhiên thời điểm 

đạt tải lượng vi rút cao nhất muộn hơn, vào khoảng 14–16 sau gây nhiễm, với giá 

trị Ct dao động từ 21,3 đến 25,3. Như vậy, có thể nói rằng, liều gây nhiễm vi rút 

cao hơn dẫn đến sự nhân lên nhanh và mạnh hơn của vi rút trong máu bò thí 

nghiệm. 

Kết quả nghiên cứu này tương đồng với các nghiên cứu trước đây của 

Shumilova và cs (2024) và Kutumbetov và cs (2025). Cụ thể, khi lượng vi rút đưa 
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vào gây nhiễm khác nhau thời gian xuất hiện vi rút trong máu động vật thí nghiệm 

cũng khác nhau. Shumilova và cs (2024) đã gây nhiễm động vật thí nghiệm với liều 

5logTCID50 vi rút xuất hiện trong máu từ ngày thứ 10-20 sau gây nhiễm với Ct trong 

khoảng 22,7-34,6. Kutumbetov và cs (2025) gây nhiễm động vật thí nghiệm với 

liều 4x103TCID50 vi rút xuất hiện trong máu ngày thứ 7-21 sau gây nhiễm với Ct 

trong khoảng 20,2-29,5. 

Bảng 4.14. Kết quả xác định sự nhân lên của vi rút LSD trong mẫu máu 

toàn phần của bò sau gây nhiễm 

TT Ký hiệu 
Lô Thí 

Nghiệm 

Liều vi rút 

gây nhiễm 

Kết quả real-time PCR (giá trị Ct) 

D1 D3 D5 D7 D10 D12 D14 D16 D18 D21 D28 

1 Bv-01 Đối 

chứng 

âm 

0 - - - - - - † † † † † 

2 Bv-02 0 - - - - - - - - - - - 

3 Bv-03 0 - - - - - - - - - - - 

4 Bv-04  

Lô gây 

nhiễm 01 

2x106 - - 37,7 32,6 25,4 21,3 † † † † † 

5 Bv-05 2x106 - - - 36,3 27,4 24,8 22,5 25,8 31,3 35,1 
không 

có Ct 

6 Bv-06 2x106 - - - 36,8 30,3 25,3 21,8 26,3 32,7 35,9 
không 

có Ct 

7 Bv-07  

Lô gây 

nhiễm 02 

2x106.5 - - - 35,9 28,2 24,3 20,7 23,9 27,8 30,6 38,7 

8 Bv-08 2x106.5 - - 37 32,4 27,4 20,3 † † † † † 

9 Bv-09 2x106.5 - - - 35,3 29,3 23,7 21,3 24,3 28,6 32 
không 

có Ct 

10 Bv-10 
Lô gây 

nhiễm 03 

2x107 - - 35,4 29,4 27,5 23,5 19,5 25,5 27,8 29,1 35,6 

11 Bv-11 2x107 - - 36,3 31,2 26,3 22,4 20,2 26,8 28,5 31,2 36,3 

12 Bv-12 2x107 - 38 33,2 28,3 22,3 18,1 † † † † † 

Ghi chú: Dấu (-) biểu thị không có giá trị Ct 

Dấu (†) biểu thị cá thể đã được mổ khám 

Nghiên cứu sự xuất hiện vi rút trong chất tiết của động vật thí nghiệm được 

trình bày tại bảng 4.15. Kết quả bảng 4.15 cho thấy sau 5 ngày gây nhiễm đã bắt đầu 

có sự xuất hiện vi rút trong dịch ngoáy mũi, miệng của bò ở lô 3, lô 2 lần lượt với 

liều gây nhiễm 2x107 TCID50/mL và 2x106,5 TCID50/mL . Ở lô 1 sự có mặt của vi 

rút bắt đầu ghi nhận từ ngày thứ 7 sau gây nhiễm. Sự bài thải vi rút qua dịch tiết của 

bò mắc bệnh liên tục các ngày sau đó và ngừng bài thải sớm nhất tại 21 sau gây 
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nhiễm. Trong khi đó, bò đối chứng cho kết quả âm tính và hoàn toàn khỏe mạnh. Tại 

14 ngày sau gây nhiễm, các cá thể bò BV-01, BV-04, BV-08, BV-12 lần lượt thuộc 

lô đối chứng, lô 1, lô 2 và lô 3 được mổ khám kiểm tra bệnh tích và xác định nơi khu 

trú của vi rút. 

Bảng 4.15. Kết quả xác định sự có mặt của vi rút LSD trong mẫu dịch hầu 

họng, mũi của bò sau gây nhiễm 

TT 
Ký 

hiệu 

Lô Thí 

Nghiệm 

Liều vi rút 

gây nhiễm 

Kết quả real-time PCR (giá trị Ct) 

D1 D3 D5 D7 D10 D12 D14 D16 D18 D21 D28 

1 Bv-01 Đối 

chứng âm 

0 - - - - - - † † † † † 

2 Bv-02 0 - - - - - - - - - - - 

3 Bv-03 0 - - - - - - - - - - - 

4 Bv-04 Lô gây 

nhiễm 01 

2x106 - - - 35,4 34,4 29,5 † † † † † 

5 Bv-05 2x106 - - - 37 35,3 31,2 32,3 33,6 36,8 - - 

6 Bv-06 2x106 - - - 36,5 34,2 30,5 31,8 33,3 36,4 - - 

7 Bv-07 Lô gây 

nhiễm 02 

2x106,5 - - - 36,2 33,2 28,6 27,1 32,3 35,8 - - 

8 Bv-08 2x106,5 - - 38,3 35,4 31,4 27,2 † † † † † 

9 Bv-09 2x106,5 - - - 35,4 32,3 27,9 26,7 31,2 32,3 37,4 - 

10 Bv-10 
Lô gây 

nhiễm 03 

2x107 - - 37,0 34,7 31,2 27,0 26,5 28,2 31,3 34,4 - 

11 Bv-11 2x107 - - 38,0 35,6 32,4 27,1 25,3 27,8 30,6 33,0 39,3 

12 Bv-12 2x107 - - 36,8 33,8 29,3 25,4 † † † † † 

Ghi chú: Dấu (-) biểu thị không có giá trị Ct;Dấu (†) biểu thị cá thể đã được mổ khám 

Kết quả nghiên cứu này cũng tương đồng với một số nghiên cứu khác (Adamu 

và cs, 2024; Shumilova và cs, 2024; Kutumbetov và cs, 2025). Theo kết quả nghiên 

cứu của Woff và cs (2020, 2021) cho thấy trong dịch tiết của bò, ghi nhận sự có mặt 

của vi rút ở 5 – 11 ngày sau gây nhiễm và phát hiện DNA của vi rút qua dịch mũi và 

miệng đến 28 ngày sau gây nhiễm với liều gây nhiễm 3.8x107 TCID50/mL và ở 21 

ngày sau gây nhiễm với liều 3.3x106 TCID50/mL (Wolff và cs, 2020; Wolff và cs, 

2021). Adamu và cs (2024) đã chỉ ra rằng vi rút LSD xuất hiện sớm nhất trong dịch 

tiết (kết mạc, mũi, họng) ngày thứ 6 sau gây nhiễm và kéo dài đến ngày thứ 14 vẫn 

dương tính với liều gây nhiễm 103,9TCID50 . Shumilova và cs (2024) tìm thấy DNA 
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của vi rút LSD vào ngày thứ 10 và kéo dài đến ngày thứ 20 sau gây nhiễm với giá trị 

Ct 28,5-35,4. 

Theo cơ chế sinh bệnh, sau khi gây nhiễm vi rút LSD sẽ nhân lên và được 

bài thải ra ngoài môi trường thông qua đường miệng và mũi cùng với sự nhân lên 

trong máu từ 7 đến 19 ngày sau gây nhiễm. Đây là nguồn vi rút làm lây lan trực 

tiếp và gián tiếp khi động vật nuôi tiếp xúc với các dịch và chất tiết từ bò bệnh 

(Magori-Cohen và cs, 2012; Haegeman và cs, 2023). Vi rút cũng có thể lây lan qua 

việc tiếp xúc với khí dung hoặc giọt bắn. Hơn nữa, nước bọt hoặc dịch mũi từ gia 

súc bị nhiễm bệnh có thể làm ô nhiễm máng ăn hoặc máng uống, do đó gián tiếp 

tạo điều kiện cho sự lây truyền vi rút LSD (Lee và cs, 2024). Dịch nước bọt và giọt 

bắn là một trong những nguồn lây nhiễm vi rút LSD chính sau các vec-tơ khác 

(Haider và cs, 2024). Các vật dụng, trang thiết bị dính nước bọt của bò bệnh sẽ 

mang vi rút và lây truyền gián tiếp bởi nhân viên chăm sóc bò khi đi từ chuồng này 

qua chuồng khác, hoặc phương tiện vận chuyển tải vi rút từ trại này qua trại khác; 

nơi này qua nơi khác. 

Mổ khám (tại thời điểm 14 và 28 ngày sau gây nhiễm), các mẫu bệnh phẩm 

được thu thập bao gồm: Khí quản, phổi, thận, gan, lách, ruột, nốt sần, hạch amidan, 

hạch trước hàm, hạch ruột, hạch bẹn nông được định sự có mặt của vi rút LSD 

bằng phương pháp real-time PCR. Kết quả được trình bày ở bảng 4.16-4.17. 

Sự khu trú của vi rút LSD trong gan, thận, lách và ruột ở bò mắc bệnh sau 

14 ngày gây nhiễm là không đáng kể. Bò được gây nhiễm vi rút ở liều gây nhiễm 

2x107 TCID50/mL cho kết quả dương tính với giá trị Ct dao động từ 27,1 – 32,4. 

Trong khi đó ở các cơ quan khác như khí quản, phổi, hạch Amidan, hạch trước hàm, 

hạch ruột, hạch bẹn nông cho kết quả dương tính cao hơn (Ct 18,3-27,6). Do vậy 

trong công tác chẩn đoán sẽ không ưu tiên việc thu thập mẫu ở các cơ quan phủ 

tạng (gan, thận, lách, ruột) để phục vụ chẩn đoán (Kononov và cs, 2019b). 
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Bảng 4.16. Xác định sự có mặt của vi rút LSD trong mẫu phủ tạng của bò sau 14 ngày gây nhiễm 
 

 

 

TT 

 

Ký 

hiệu 

 

Lô thí 

nghiệm 

 

Liều vi rút gây 

nhiễm 

Kết quả real-time PCR (giá trị Ct) 

Khí 

quản 

 

Phổi 

 

Thận 

 

Gan 

 

Lách 

 

Ruột 
Nốt 

sần 

Hạch 

Amidan 

Hạch 

trước 

hàm 

Hạch 

ruột 

Hạch 

bẹn 

nông 

 

1 

 

Bv-01 

 

Đối chứng âm 

 

0 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

2 Bv-04 
Lô gây nhiễm 

01 
2x106 22,7 23,5 33,5 31,5 31,3 36,4 21 21,5 24,2 25,5 27,6 

 

3 

 

Bv-08 
Lô gây nhiễm 

02 

 

2x106.5 

 

21,4 

 

21,9 

 

32,6 

 

30,3 

 

29,5 

 

34,7 

 

20,1 

 

20,9 

 

22,5 

 

23,7 

 

25,3 

4 Bv-12 
Lô gây nhiễm 

03 
2x107 19,4 20,0 31,3 28,3 27,1 32,4 15,6 18,3 19,7 20,6 21,4 
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Bảng 4.17. Xác định sự có mặt của vi rút LSD trong mẫu phủ tạng của bò sau 28 ngày gây nhiễm 
 

 

 

TT 

 

 

Ký hiệu 

 

 

Lô thí 

nghiệm 

 

 

Liều vi rút 

gây nhiễm 

 

Kết quả real-time PCR (giá trị Ct) 

Khí 

quản 

 

Phổi 

 

Thận 

 

Gan 

 

Lách 

 

Ruột 
Nốt 

sần 

Hạch 

Amidan 

Hạch 

trước 
hàm 

Hạch 

ruột 

Hạch 

bẹn 
nông 

1 Bv-02 
Đối chứng âm 

0 - - - - - - - - - - - 

2 Bv-03 0 - - - - - - - - - - - 

3 Bv-05 
Lô gây nhiễm 01 

2x106 37,2 38,5 - - - - 36,4 - - - - 

4 Bv-06 2x106 37,7 - - - - - 35,8 - - - - 

5 Bv-07 
Lô gây nhiễm 02 

2x106,5 35,5 36,5 - - - - 33,5 - - 37,8 38,3 

6 Bv-09 2x106,5 36,9 - - - - - 34,3 38,0 - - - 

7 Bv-10 
Lô gây nhiễm 03 

2x107 34,3 35,7 - - - 37,5 31,8 36,5 37,1 33,8 35,8 

8 Bv-11 2x107 33,5 34,6 - - - 36,4 32,3 34,1 35,5 34,4 36,4 
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Sau 28 ngày gây nhiễm, tải lượng vi rút ở các cơ quản phủ tạng gần như 

không có ở tất cả các lô thí nghiệm (Ct >30). Nghiên cứu của Wolff và cs (2022a) 

cũng chỉ ra rằng các giá trị Ct thấp khoảng 34-36 ở các hạch bạch huyết cổ và trung 

thất, mẫu phổi và giá trị Ct đạt khoảng 30-33 đối với gan, lách, và giá trị Ct từ 18-

30 sau gây nhiễm vi rút với liều 105TCID50/ml tại 19-28 ngày sau gây nhiễm. 

Ngược lại, tải lượng vi rút cao đã được phát hiện trong các mẫu gồm các nốt sần 

và vùng da đang lành lại có giá trị Ct nằm trong khoảng 13-16 tại ngày thứ 12-14 

sau khi gây nhiễm (Lu và cs, 2020; Mulatu và Feyisa, 2018; WOAH, 2021b; Wolff 

và cs, 2020b). 

4.3.10. Đánh giá tính sinh miễn dịch của chủng vi rút LSD phân lập tại thực địa 

bằng phương pháp trung hòa vi rút 

Chủng vi rút NA06 tiếp tục được lựa chọn để nghiên cứu tính sinh miễn 

dịch. Để thực hiện nghiên cứu này chúng tôi đã phối hợp với Công ty Cổ phần 

Thuốc Thú y TW 1 (VETVACO). Đối tượng thí nghiệm gồm 15 con bê 6 tháng 

tuổi được chia thành 5 lô, mỗi lô 3 con, gây nhiễm vi rút LSD bất hoạt ở các liều 

khác nhau: Lô 1: Lô đối chứng âm ; Lô 2 : 2x105,5 TCID50/mL; Lô 3: 2x106 

TCID50/mL; Lô 4: 2x106,5 TCID50/mL và Lô 5: vắc xin thương mại (Bảng 4.18) 

(chủng vi rút NA06 được bất hoạt bằng BEI) 

Các bê thí nghiệm được tiêm bắp và được theo dõi hàng ngày để ghi nhận 

các biểu hiện lâm sàng. Máu được lấy định kỳ 7 ngày/lần để thu huyết thanh và 

đánh giá hiệu giá kháng thể kháng vi rút LSD bằng phương pháp VNT. 

Kết quả phân tích hiệu giá kháng thể kháng vi rút LSD qua các lần lấy mẫu 

được trình bày trong bảng 4.19 và Hình 4.31. Kết quả chỉ ra rằng, Lô 1 nhóm đối 

chứng âm (B-01, B-02, B-03), hiệu giá kháng thể duy trì ở mức 0 tại tất cả các thời 

điểm (D1 đến D49), chứng tỏ không có kháng thể kháng vi rút LSD. Ở lô 2 nhóm 

bò được tiêm vi rút với liều gây nhiễm 2x105,5TCID50/ml (B-04, B-05, B-06) bắt 

đầu xuất hiện kháng thể từ ngày thứ 7 (D7) với hiệu giá thấp 1/4 -1/8. Hiệu giá 

kháng thể tăng dần theo thời gian và đạt cao nhất ở mức 1/128–1/256 vào ngày thứ 

42 - 49 (D42–D49). Lô 3 nhóm tiêm vi rút bất hoạt với liều gây nhiễm 2x106 

TCID50/ml (B-07, B-08, B-09) có kháng thể xuất hiện sớm hơn, từ D7 với hiệu 

giá 1/8, và đạt 
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mức cao nhất 1/256 vào D42–D49, thể hiện đáp ứng miễn dịch mạnh hơn so với 

nhóm tiêm vi rút bất hoạt liều 2x105,5 TCID50/ml. Nhóm tiêm vi rút bất hoạt với 

liều gây nhiễm 2x106,5 TCID50/ml (B-10, B-11, B-12) có hiệu giá kháng thể cao 

nhất và xuất hiện sớm nhất, đạt 1/64 từ D14 và tăng nhanh đạt mức 1/256–1/512 ở 

D42–D49, chứng tỏ khả năng sinh miễn dịch tối ưu. Nhóm tiêm vắc xin thương mại 

(B-13, B-14, B-15) cũng cho thấy hiệu quả cao, với kháng thể xuất hiện từ D7 (1/8-

1/16) và đạt mức cao nhất 1/256–1/512 vào D42–D49, tương đương với nhóm tiêm 

vi rút bất hoạt ở liều gây nhiễm 2x106,5 TCID 

Bảng 4.18. Bảng kết quả VNT đánh giá khả năng sản sinh kháng thể của bò 

sau tiêm vi rút LSD bất hoạt 

 

TT 

 

Mã 
Lô thí 

nghiệm 

Liều vi rút gây 

nhiễm 

Kết quả (VNT) 

D1 D7 D14 D21 D28 D35 D42 D49 

1 B-01  

Lô 1: Đối 

chứng âm 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 B-02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 B-03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 B-04 
 

Lô 2 

2x105,5 0 8 16 32 64 128 256 256 

5 B-05 2x105,5 0 4 16 32 32 64 128 128 

6 B-06 2x105,5 0 8 16 16 32 64 128 128 

7 B-07 
 

Lô 3 

2x106 0 8 32 64 128 128 256 256 

8 B-08 2x106 2 16 32 64 64 128 128 256 

9 B-09 2x106 0 8 16 32 32 64 64 128 

10 B-10 
 

Lô 4 

2x106,5 0 16 64 128 256 256 256 256 

11 B-11 2x106,5 4 16 64 64 128 128 256 512 

12 B-12 2x106,5 2 16 32 64 128 256 512 512 

13 B-13 Lô 5: 

Vắc xin 

thương mại 

 

Theo nhà sản 

xuất hướng dẫn 

2 16 32 64 128 128 256 256 

14 B-14 4 16 64 128 256 256 512 512 

15 B-15 0 16 64 64 128 256 256 512 

Ghi chú: D (ngày); Chỉ số VNT ≥32 được coi là dương tính và có khả năng bảo hộ 
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Hình 4.29. Minh hoạ phản ứng trung hoà của một số mẫu huyết thanh bò thí 

nghiệm sau tiêm vi rút LSD bất hoạt với độ phóng đại 10X 

4.3.11. Biểu hiện của các cytokine miễn dịch trên tế bào dòng MDBK sau khi 

gây nhiễm vi rút gây bệnh VDNC chủng thực địa 

Tiến hành gây nhiễm 0.01 MOI vi rút gây bệnh VDNC (LS16 và NA06) trên 

tế bào MDBK và đánh giá đáp ứng của các cytokine kháng viêm bằng phương 

pháp qRT-PCR. Các mức đáp ứng khác nhau của các cytokine IFNγ, TNFα, IL-

10, IL-1α, TGFß1 và IL-6 được quan sát thấy trong hai giai đoạn bao gồm: Giai 

đoạn đầu từ 1 đến 24 giờ và giai đoạn sau từ 24 đến 120 giờ sau khi gây nhiễm. Sự 

thay đổi về nồng độ các cytokine sau khi gây nhiễm vi rút gây bệnh VDNC được 

thể hiện trong Hình 4.30. Trong giai đoạn đầu, nồng độ của các cytokine được 

kiểm tra đã tăng đáng kể vào lúc 6 giờ (p<0,05) và trong giai đoạn sau, nồng độ 

cao nhất của các cytokine được ghi nhận trong khoảng từ 72 đến 96 giờ sau gây 

nhiễm khi so sánh với đối chứng, ngoại trừ cytokine IL1α. 

Đáng chú ý là có sự gia tăng đáng kể nồng độ IFNγ từ 1 đến 6 giờ sau gây 

nhiễm (từ 5,2 đến 11,5 lần) trong tế MDBK bị nhiễm vi rút LSD (p <0,05) (Hình 

4.30). Sau 6 giờ gây nhiễm, nồng độ của IFNγ giảm về mức bình thường sau 12, 

24 và 48 giờ sau gây nhiễm (p > 0,05). Sự sản xuất các cytokine này tăng lên sau 

72 giờ sau gây nhiễm vi rút. Mức sản xuất IFNγ tối đa được quan sát thấy vào 96 
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giờ sau gây nhiễm, thay đổi xấp xỉ 110,5 lần khi so sánh với đối chứng âm đối với 

tế bào gây nhiễm với chủng vi rút LS16 và khoảng 105 lần đối với tế bào gây 

nhiễm với chủng vi rút NA06 (p < 0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 4.30. Sự điều chỉnh đáp ứng Cytokine trên tế bào MDBK sau gây 

nhiễm vi rút LSD (LS16: chủng đối chứng dương) 

Nồng độ của TNFα mRNA được đánh giá như trong Hình 4.30B. Trong 

giai đoạn đầu, sự gia tăng đáng kể cytokine này được quan sát sớm nhất 1 giờ sau 

gây nhiễm và đạt đỉnh đầu tiên sau 24 giờ gây nhiễm với mức thay đổi lần lượt là 

5,95 và 14,65 lần. Mức đỉnh thứ hai của cytokine này được quan sát thấy tại thời 

điểm 72 giờ sau gây nhiễm, với mức thay đổi xấp xỉ 128,28 lần (p < 0,001) và 

giảm xuống ở mức bình thường sau 120 giờ gây nhiễm đối với tế bào gây nhiễm 

với chủng vi rút LS16 và thay đổi khoảng 131,2 lần sau 72 giờ (p < 0.001), sau đó 

trở lại bình thường sau 120h gây nhiễm đối với chủng vi rút NA06 (Hình 4.30B). 

Trên tế bào MDBK, khi gây nhiễm với chủng vi rút LS16 lượng cytokine 

IL-10 được sinh ra cũng thay đổi sau khi nhiễm vi rút gây bệnh VDNC. Lượng 
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cytokine này cao nhất trong giai đoạn đầu tiên được quan sát thấy sau 12 giờ gây 

nhiễm với mức thay đổi gấp 11.46 lần (p < 0,001), sau đó giảm đáng kể sau 24 giờ 

gây nhiễm (Hình 4.29C) (p <0,05). Trong giai đoạn thứ hai, mức sản sinh IL-10 

mRNA tăng đáng kể tại thời điểm 72 giờ sau gây nhiễm và đạt nồng độ cao nhất 

vào lúc 96h sau gây nhiễm với mức thay đổi gấp 100 lần (Hình 4.30). Tương tự 

như vậy, biểu hiện của IL-10 trên tế bào MDBK sau khi gây nhiễm với vi rút LSD 

chủng NA06 cũng biến thiên tương tự như gây nhiễm chủng vi rút LS16, đạt đỉnh 

cao nhất trong giai đoạn 1 sau 12 giờ gây nhiễm và sau 96 giờ gây nhiễm của giai 

đoạn 2 (Hình 4.30) 

Đối với IL-6 mRNA, chủng vi rút LS16 kích thích nồng độ của cytokine 

này tăng lên đáng kể trong tế bào MDBK sau 12 giờ gây nhiễm (thay đổi 8.9 lần) 

(p <0,001), sau đó giảm cho đến 24 giờ sau gây nhiễm (thay đổi 5,03 lần). Trong 

giai đoạn thứ hai, mức độ biểu hiện của IL-6 mRNA được điều chỉnh tăng lên sau 

72 giờ gây nhiễm, đạt mức cao thứ hai tại thời điểm 96 giờ sau gây nhiễm (thay 

đổi 38,28 lần) và sau đó giảm về mức bình thường sau 120 giờ gây nhiễm khi so 

sánh với đối chứng, và chủng vi rút NA06 cũng kích thích biểu hiện của IL-6 tăng 

mạnh trong giai đoạn 1 sau 12h gây nhiễm đạt 7,02 lần (p < 0,001) và sau 96h gây 

nhiễm trong giai đoạn 2, tăng gấp 34,86 lần (p < 0,001) (Hình 4.30D). 

Mức độ biểu hiện của IL-1α mRNA cũng được đánh giá trong thí nghiệm 

in vitro. Đối với chủng vi rút LS16, tương tự như IL6 ở pha đầu tiên, sự biểu hiện 

của IL-1α mRNA được điều chỉnh tăng đáng kể sau 12 giờ gây nhiễm (thay đổi 

17,7 lần) (P < 0,001) và sau đó giảm đáng kể sau 24 giờ gây nhiễm (thay đổi là 6,8 

lần so với thời điểm 12 giờ sau gây nhiễm). Trong giai đoạn thứ hai, nồng độ của 

IL-6 mRNA tăng đáng kể với mức thay đổi gấp 45,05 lần tại thời điểm 48h sau 

gây nhiễm và giảm dần xuống sau 120 giờ gây nhiễm với mức thay đổi lần lượt là 

11,34; 6,98 và 4,86 lần sau 72, 96 và 120 giờ sau gây nhiễm và đối với chủng vi 

rút NA06 thì mức độ biến thiên IL-6 cũng tương tự (Hình 4.30E). 

Mức sản xuất cytokine TGFß1 mRNA từ các tế bào MDBK sau khi nhiễm 

chủng vi rút gây bệnh VDNC thực địa cũng đã tăng lên đáng kể sau 3 giờ gây 

nhiễm và đạt đỉnh đầu tiên tại thời điểm 12 giờ sau gây nhiễm khi so sánh với đối 
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chứng (thay đổi 8,49 lần) (P < 0,01). Sau đó, nồng độ cytokine này giảm xuồng 

trong giai đoạn từ 12 đến 24 giờ sau gây nhiễm (thay đổi 5,29 lần) (Hình 4.30F). 

Trong giai đoạn thứ hai, nồng độ của TGFß1 mRNA đã tăng lên đáng kể với mức 

tăng lần lượt là 49,23 và 81,71 lần tại thời điểm 48 giờ và 72 giờ sau gây nhiễm 

nhưng sau đó lại giảm mạnh xuống tại các thời điểm 96 giờ và 120 giờ sau gây 

nhiễm khi so sánh với đối chứng (p<0,05) (Hình 4.30F). 

Các kết quả nghiên cứu trên cũng cho thấy có sự tương đồng cao về mức độ 

biểu hiện các cytokine gây ra do chủng vi rút LSD LSDV/Vietnam/Langson/LS16 

phân lập tại tỉnh Lạng Sơn 2020 và chủng vi rút LSDV/Vietnam/Nghean/NA06 

phân lập tại tỉnh Nghệ An năm 2021 (Hình 4.30). 

4.3.12. Biểu hiện của các cytokine miễn dịch trên động vật sau khi gây nhiễm 

vi rút LSD chủng thực địa 

Chúng tôi đã đánh giá sự hiện diện của cytokine kháng viêm trong máu bò 

nhiễm vi rút gây bệnh VDNC chủng LS16 và NA06 ở liều gây nhiễm 2x106,5 

TCID50/mL. Máu của bò thí nghiệm được thu thập vào ngày thứ 0, 7, 14, 21 và 28 

sau gây nhiễm để phân tích nồng độ của các cytokine. Các đáp ứng sản sinh IFNγ, 

TNFα, IL-10, IL-1α, TGFß1 và IL-6 mRNA trong các mẫu máu được thể hiện trong 

Hình 4.31. 

Kết quả cho thấy sự thay đổi về mức độ đáp ứng cytokine trong máu của 

gia súc bị nhiễm chủng thực địa này ở Việt Nam. Tất cả các loại cytokine đều xuất 

hiện với mức đáng kể tại thời điểm 7 ngày sau gây nhiễm trong thí nghiệm này. 

Nồng độ của các cytokine TNFα, IL-10 và IL-1α mRNA trong máu của gia súc bị 

nhiễm chủng thực địa này tăng lên sau 7 ngày gây nhiễm và sau đó giảm xuống tại 

thời điểm 14 ngày sau gây nhiễm (Hình 4.31B, D và F). Mức độ đáp ứng sản sinh 

TNFα, IL-1α và IL-10 trong máu gia súc liên tục được tăng lên đến ngày thứ 28 sau 

gây nhiễm (Hình 4.31). Ngoài ra, mức độ sản sinh IL-10 cao nhất được quan sát thấy 

tại thời điểm 7 ngày sau gây nhiễm và mức độ đáp ứng TNFα và IL-1α cao nhất được 

ghi nhận tại thời điểm 28 ngày sau gây nhiễm (p < 0,05). 
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Hình 4.31. Mức độ đáp ứng của các Cytokine trong máu của bò sau gây 

nhiễm vi rút gây bệnh VDNC chủng thực địa 

Sự sản sinh IFNγ và IL-6 mRNA đã được ghi nhận tăng lên trong các mẫu 

máu của gia súc sau khi gây nhiễm bằng vi rút gây bệnh VDNC thực địa được sử 

dụng trong thí nghiệm với mức sản xuất hai loại cytokine này cao nhất được quan 

sát thấy tại thời điểm 14 ngày sau gây nhiễm, thay đổi lần lượt khoảng 16 lần đối 

với IFNγ và 10 lần đối với IL-6 mRNA (P < 0,05). Tiếp theo là mức độ đáp ứng 

IFNγ và IL-6 mRNA giảm nhẹ sau 28 ngày gây nhiễm với mức thay đổi tương ứng 

khoảng 9 và 3 lần khi so sánh với đối chứng (Hình 4.31A và 4.31C). Đáng chú ý 

là, nồng độ TGFß1 mRNA trong máu toàn phần của gia súc bị nhiễm chủng thực 

địa này tăng lên ngay tại thời điểm 7 ngày sau gây nhiễm (thay đổi khoảng 2,5 lần) 
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và duy trì ở mức đáp ứng này cho đến 14 ngày sau gây nhiễm. Tuy nhiên, mức 

giảm đáng kể đã được quan sát thấy tại các thời điểm 21 và 28 ngày sau gây nhiễm 

khi so sánh với đối chứng như được thể hiện trong Hình 4.31E. Ngoài ra, sự biến 

động mức độ biểu hiện các cytokine sau khi bò gây nhiễm với hai chủng vi rút 

LS16 phân lập tại tỉnh Lạng Sơn 2020 và NA06 phân lập tại tỉnh Nghệ An năm 

2021 là không khác nhau (p> 0,05). 

Kết quả trong nghiên cứu này tương đồng với nghiên cứu của Fay và cs 

(2022). Trong quá trình sinh bệnh thời điểm 5-7 ngày sau gây nhiễm một quần thể 

các tế bào trong đó có cả tế bào lympho T CD4+ và CD8+ đều sản xuất IFN-γ đỉnh 

điểm ngày thứ 15 và ngày 21 sau gây nhiễm với vi rút LSD. Tuy nhiên đối với TNFα 

và IL4 nghiên cứu của Nongbua và cs (2024) thì TNF-α và IL4 ở bò mắc bệnh thấp 

hơn so với bò không mắc bệnh. Điều này có thể giải thích là thí nghiệm của Nongbua 

và cs (2024) thực hiện trên một nhóm các con bò có độ tuổi khác nhau từ 4 tháng 

tuổi trở lên nên phản ứng miễn dịch ở các độ tuổi khác nhau và thời gian lấy máu 

cũng khác so với nghiên cứu này. Ngoài ra, IL-8 được phát hiện có biểu hiện tăng 

lên, tương quan với nhiễm trùng thứ phát do vi khuẩn và sự xâm nhập của bạch cầu 

trung tính vào chỗ tổn thương trên da (Manjunathareddy và cs, 2024). 

Một số nghiên cứu đã chứng minh rằng IFNγ đóng vai trò quan trọng trong 

việc bảo vệ và ức chế mức độ bệnh lý ngày càng gia tăng trong quá trình động vật 

bị nhiễm mầm bệnh (Makris và cs, 2017). Sự điều hòa tăng của IFNγ mRNA có 

khả năng điều chỉnh tăng khả năng miễn dịch tự nhiên và phản ứng dịch thể. Đây 

là một đặc điểm quan trọng trong đáp ứng cytokine Th0, điều chỉnh mức độ sản 

sinh cytokine Th1 và có liên quan đến sự tăng lên về mức độ bệnh lý ở vật chủ 

(Mattila và cs, 2011; Bowen và Olson, 2013; Kim và cs, 2013; Song và cs, 2022b). 

IFNγ là một phần thiết yếu trong việc kích hoạt miễn dịch hoặc truyền tín hiệu để 

điều hòa đáp ứng miễn dịch tự nhiên ở động vật. Các tín hiệu dẫn đường như JAK-

STAT, tín hiệu interferon loại I và tín hiệu MAPK hoặc NF-ĸβ (Song và cs, 2022b). 
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Kết quả nghiên cứu này đã chứng minh rằng nồng độ của cytokine IFNγ 

mRNA trong tế bào MDBK tăng lên đáng kể sau khi gây nhiễm vi rút gây bệnh 

VDNC từ 1 đến 6 giờ và sau đó tiếp tục tăng lên cho đến 72 sau gây nhiễm. Khi 

so sánh với nhóm đối chứng cũng cho thấy nồng độ của hai cytokine này trong 

máu của gia súc bị nhiễm vi rút tăng cao rõ ràng so với nhóm đối chứng (p < 0.05). 

Những kết quả này chỉ ra rằng sự tăng tiết IFNγ mRNA trong cả tế bào MDBK và 

trên động vật đóng một vai trò quan trọng để kích thích miễn dịch tự nhiên và miễn 

dịch dịch thể của vật chủ sau khi nhiễm vi rút gây bệnh VDNC. Với những kết quả 

này, nghiên cứu của chúng tôi sẽ tiếp tục tìm hiểu cơ chế kích hoạt miễn dịch tự 

nhiên đáp ứng với vi rút gây bệnh VDNC trên dòng tế bào MDBK trong tương lai. 

TNFα là một cytokine gây viêm được sản xuất bởi các tế bào miễn dịch như 

đại thực bào, bạch cầu đơn nhân và tế bào lympho T. Đây là thành phần quan trọng 

của phản ứng viêm đối với một số mầm bệnh khác nhau, bao gồm vi rút, vi khuẩn 

và ký sinh trùng (Bean và cs, 2016; Olivera và cs, 2022; Yu và cs, 2021). Cytokine 

này cũng đóng vai trò rất quan trọng trong khả năng chống lại sự nhiễm bệnh cả 

trên tế bào và trên động vật (Smirnov và cs, 2016; Arrigucci và cs, 2018; Cubillos-

Angulo và cs, 2019; Roos và cs, 2019; Venetsanopoulou và cs, 2022). Cơ chế của 

TNFα ở động vật được chứng minh rõ ràng ở chỗ nó ảnh hưởng đến việc sản sinh 

apoptosis, kích hoạt giữa các tế bào với nhau, kích thích sản xuất một số cytokine 

gây viêm khác và dẫn truyền các tế bào viêm đến vị trí bị xâm nhiễm mầm bệnh 

(Bean và cs, 2016; Olivera và cs, 2022). TNFα hoạt động và liên kết với một số 

cytokine Th0, Th1, Th2 hoặc Th17, trong đó các loại interferon đóng vai trò quan 

trọng, để tạo ra các đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào với mầm bệnh (Mattila 

và cs, 2011; Kim và cs, 2013; Arrigucci và cs, 2018). Một số nghiên cứu đã chứng 

minh rằng vai trò của TNFα hoạt động và liên kết với các cytokine khác để điều 

hòa đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào đối với các tác nhân gây bệnh truyền 

nhiễm như vi khuẩn lao bò (Bovine mycobacterium), bệnh Viêm thấp khớp ở 

người (Rheumatoid arthritis), bệnh Cúm gia cầm (Avian influenza) (Smirnov và 

cs, 2016; Arrigucci và cs, 2018; Cubillos-Angulo và cs, 2019; Roos và cs, 2019; 
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Venetsanopoulou và cs, 2022). Sự gia tăng TNFα mRNA trong dòng tế bào MDBK 

và gia súc bị nhiễm vi rút gây bệnh VDNC trong nghiên cứu này cho thấy vai trò 

của TNFα trong việc kiểm soát và tác động đến các cytokine khác trong việc tạo 

ra đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào đối với vi rút gây bệnh VDNC. Hơn 

nữa, mức độ biểu hiện TNFα và IFNγ mRNA trong dòng tế bào MDBK và gia súc 

bị nhiễm vi rút gây bệnh VDNC có mối tương quan cao và có ý kiến cho rằng việc 

kích hoạt và liên kết giữa IFNγ và TNFα trong tế bào MDBK và trên bò có thể 

được tạo ra một mức độ đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào và miễn dịch dịch 

thể của vật chủ để đáp ứng với vi rút gây bệnh VDNC. 

IL-6, cùng với IFNγ, IL-1, và TNFα, được coi là một trong các cytokine 

quan trọng nhất trong quá trình nhiễm bệnh. IL-6 là một cytokine đa chức năng, 

đóng vai trò trung tâm trong việc bảo vệ vật chủ do có nhiều hoạt động miễn dịch 

và tạo máu cũng như khả năng mạnh mẽ để tạo ra các phản ứng miễn dịch ở giai 

đoạn cấp tính (Tadokoro và cs, 2014). Sau khi nhắm mục tiêu vào thụ thể đặc thù, 

IL-6 được liên kết và kích hoạt đường truyền tín hiệu JAK/STAT, từ đó điều chỉnh 

các phản ứng miễn dịch tự nhiên và miễn dịch qua trung gian tế bào đáp ứng với 

sự xâm nhiễm mầm bệnh (Tadokoro và cs, 2014). Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng 

IL-6 có thể tạo ra mức độ đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào và quá trình gây 

viêm. Nồng độ IL-6 tăng cao có liên quan đến tình trạng viêm nghiêm trọng, đồng 

thời tương quan với tỷ lệ tử vong cao (Che Noh và cs, 2022; Yang và cs, 2022b). 

Sự tăng lên nồng độ của IL-6 trong quá trình nhiễm vi rút là dấu hiệu quan trọng 

cho biết mức độ của các bệnh truyền nhiễm quan trọng do nhiễm vi rút gây ra như 

vi rút Viêm gan B, bệnh nhân viêm gan B mãn tính, H1N1 và SARS-CoV-2 (Essa 

và cs, 2021; Che Noh và cs, 2022; Ding và cs, 2022b; Yang và cs, 2022b). Kết quả 

nghiên cứu cho thấy rằng việc điều hòa sản xuất IL-6 trong quá trình đáp ứng miễn 

dịch với việc nhiễm vi rút LSD trên tế bào và trên động vật là khi lượng gây bệnh 

VDNC tăng lên. Mức độ IL-6 tăng lên có thể liên quan đến việc kích hoạt tế bào 

viêm và thường là trong các trường hợp với tiên lượng xấu. 
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IL-10 cũng là một trong những cytokine quan trọng được sản xuất bởi nhiều 

tế bào có tác động miễn dịch và chúng có tác dụng chính là điều chỉnh hoạt động 

miễn dịch ở da (Choudhary và cs, 2018; Kara và cs, 2018). Hơn nữa, IL-10 là một 

cytokine đa chức năng, đa hướng có tác dụng điều hòa miễn dịch và chống viêm. 

IL-10 ức chế quá trình đáp ứng cytokine Th1, Kháng nguyên MHC lớp II và các 

phần tử đồng kích thích (CSM) trên đại thực bào (Harper và cs, 2021; Wang và cs, 

2022). IL-10 tăng cường khả năng sống sót của tế bào, tăng sinh tế bào và tăng khả 

năng sinh kháng thể trong tế bào B (Mahung và cs, 2022; Wang và cs, 2022). IL-10 

có thể ức chế hoạt động truyền tín hiệu NF-κB và tham gia vào quá trình điều hòa 

đường truyền tín hiệu JAK-STAT, đồng thời đóng vai trò quan trọng trong việc kiểm 

soát khả năng miễn dịch của vi rút thông qua nhận biết sớm và điều hòa khả năng 

miễn dịch tự nhiên ở vật chủ (Harper và cs, 2021; Chou và cs, 2022; Mahung và cs, 

2022). Kết quả nghiên cứu này cho thấy mức độ hiện diện cao của IL-10 mRNA ở 

giai đoạn đầu sau khi nhiễm vi rút gây bệnh VDNC trong tế bào MDBK và trong 

máu toàn phần của bò, sau đó mức độ hiện diện này giảm xuống trên cả tế bào nhiễm 

bệnh và trong máu của động vật. Đó có thể là do trong giai đoạn đầu của nhiễm 

trùng, Đáp ứng Th1 đối với việc nhiễm vi rút được kích hoạt và IFNγ là cytokine 

chiếm ưu thế. Sự hiện diện gia tăng của các cytokine chống viêm này ở giai đoạn 

sau có thể kiểm soát sự tiết ra các cytokine tiền viêm và điều chỉnh sự cân bằng của 

các cytokine Th-1 và Th-2 trong quá trình nhiễm vi rút gây bệnh VDNC trên tế bào 

MDBK và trên động vật. 

IL-1α đang đóng vai trò quan trọng và điều chỉnh đáp ứng miễn dịch tự 

nhiên và miễn dịch qua trung gian tế bào đối với các bệnh truyền nhiễm và các 

bệnh viêm mãn tính (Ren và cs, 2022; Tahtinen và cs, 2022). IL-1α thúc đẩy và 

liên kết sự sản sinh của các cytokine Th17 và kích thích và liên kết sự tiết ra 

cytokine IFN loại I bằng cách kích hoạt đường dẫn tín hiệu JAK-STAT (Janus 

kinase - Signal Transducers and Activators of Transcription), MAPK (Mitogen-

activated protein kinase) và ERK (Extracellular signal-regulated kinase ½)/AKT 

(Protein Kinase B) từ đó kiểm soát và điều chỉnh đáp ứng miễn dịch đối với mầm 
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bệnh (Jiang và cs, 2021; Chung và cs, 2022; Li và cs, 2022; Schneider và cs, 2022; 

Song và cs, 2022a; Tahtinen và cs, 2022). Trong nghiên cứu này, một lượng lớn 

IL-1α mRNA trong tế bào MDBK và trong máu toàn phần của động vật đã được 

tiết ra để đáp ứng với vi rút gây bệnh VDNC. Điều này đã chứng minh vai trò của 

IL-1α trong việc kiểm soát đáp ứng miễn dịch và trong việc liên kết với các 

cytokine khác đối với đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào khi nhiễm vi rút 

gây bệnh VDNC. Mức độ đáp ứng của IL-1α và IFNγ mRNA trên tế bào MDBK 

và trên gia súc nhiễm vi rút này có mối tương quan với nhau và liên quan đến mức 

độ đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào và dịch thể của vật chủ khi có sự xâm 

nhiễm của vi rút gây bệnh VDNC. 

TGFß1 (Transforming growth factor beta-1) là một cytokine kháng viêm 

phổ biến nhất mặc dù một số nghiên cứu chỉ ra rằng cytokine này liên quan đến 

vai trò trong sự biệt hóa của tế bào Th 17 là tế bào có khả năng gây viêm cao tạo 

ra IL-17 (Wang và cs, 2021; Fix và cs, 2022; Hachana và Larrivee, 2022; Yang và 

cs, 2022a). TGFß1 điều chỉnh nhiều quá trình sinh học bao gồm quá trình viêm, 

sửa chữa mô, hình thành khối u, quá trình phát triển và hệ thống miễn dịch (Fix và 

cs, 2022; Hachana và Larrivee, 2022). Nghiên cứu gần đây chỉ ra rằng việc tăng 

mức độ biểu hiện của IFNγ sẽ ức chế quá trình phosphoryl hóa Smad3 ở hạ lưu tín 

hiệu TGFß (Transforming Growth Factor beta) và làm giảm sự đáp ứng của TGFß 

(Wang và cs, 2021; Chen và cs, 2022; Ding và cs, 2022). Kết quả nghiên cứu cho 

thấy biểu hiện sớm của TGFß1 trong máu toàn phần của gia súc bị nhiễm vi rút 

gây bệnh VDNC và sau đó số lượng cytokine này được điều chỉnh giảm xuống cho 

đến ngày 28 sau gây nhiễm. Điều này cho thấy vai trò của TGFß1 trong việc kiểm 

soát và điều chỉnh hệ thống miễn dịch để đáp ứng với vi rút gây bệnh VDNC ở gia 

súc. MRNA TGFß1 có thể là gen quan trọng trong việc đáp ứng đối với vi rút này 

trên động vật. 
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4.4. Đánh giá sự mẫn cảm của một số thuốc sát trùng thông dụng đối với vi 

rút LSD theo khuyến cáo của WOAH 

Kết quả đánh giá khả năng ức chế sự nhân lên của vi rút LSD bởi các chất 

sát trùng gồm Sodium dodecyl sulfate 0,8%, Iodine 3%, formalin 1%, chloroform 

5%, ether 20%, phenol 2%, NaOH 3%, ammonium 0,5% và Virkon 2% trên tế bào 

MDBK cho thấy mức độ hiệu quả của từng chất sát trùng trong việc tiêu diệt hoàn 

toàn hoặc làm giảm đáng kể khả năng tồn tại của vi rút LSD trên môi trường tế 

bào. Kết được trình bày trong bảng 4.19 và các hình 4.32a-4.32c, 4.34-4.35 

 

 

Hình 4.32a. Kết quả đánh giá khả năng ức chế vi rút LSD của một số chất 

sát trùng bằng phương pháp chuẩn độ vi rút 

Kết quả ở Bảng 4.19 và hình 4.32a cho thấy rằng các chất sát trùng Iodine 

3%, formaldehyde 1% và Sodium dodecyl sulfate 0,8% có hiệu lực cao trong việc 

tiêu diệt vi rút LSD trên môi trường tế bào. Sự suy giảm nhanh hiệu giá vi rút sau 

30 phút xử lý và sau 60 phút xử lý vi rút không còn được phát hiện bằng phương 

pháp chuẩn độ đã chứng minh khả năng ức chế mạnh mẽ của các chất này đối với 

sự nhân lên của vi rút trong giai đoạn đầu (phân tích thống kê với mức ý nghĩa p < 

0,01). Điều này phù hợp với các khuyến cáo từ WOAH về hiệu quả của các hóa 

chất nêu trên trong kiểm soát dịch bệnh VDNC. 
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Bảng 4.19. Kết quả chuẩn độ vi rút LSD sau khi xử lý bằng một số chất sát 

trùng theo khuyến cáo của WOAH 

Chất sát trùng Thời gian 
Giá trị trung bình của 

TCID50/mL 

Đối chứng dương 30 phút 105.9 

Sodium dodecyl sulfate 0.8% 30 phút 102.6 

Iodine 3% 30 phút 102.8 

Formandehyde 1% 30 phút 102.5 

Chloroform 5% 30 phút 102,6 

Ether 20% 30 phút 101,6 

Phenol 2% 30 phút 102,5 

NaOH 3% 30 phút 102.6 

Amonium 0.5% 30 phút 101.6 

Virkon S 2% 30 phút 102.5 

Đối chứng âm 30 phút 0 

Đối chứng dương 60 phút 105.9 

Sodium dodecyl sulfate 0.8% 60 phút 0 

Iodine 3% 60 phút 0 

Formandehyde 1% 60 phút 0 

Chloroform 5% 60 phút 0 

Ether 20% 60 phút 0 

Phenol 2% 60 phút 0 

NaOH 3% 60 phút 0 

Amonium 0.5% 60 phút 0 

Virkon S 2% 60 phút 0 

Đối chứng âm 60 phút 0 

Đối chứng dương 180 phút 105.9 

Sodium dodecyl sulfate 0.8% 180 phút 0 

Iodine 3% 180 phút 0 

Formandehyde 1% 180 phút 0 

Chloroform 5% 180 phút 0 

Ether 20% 180 phút 0 

Phenol 2% 180 phút 0 

NaOH 3% 180 phút 0 

Amonium 0.5% 180 phút 0 

Virkon S 2% 180 phút 0 

Đối chứng âm 180 phút 0 
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Theo kết quả bảng 4.19 và hình 4.32b các mẫu được xử lý bằng Chloroform 

5%, Ether 20% và Phenol 2% ghi nhận sự suy giảm đáng kể nồng độ vi rút ngay 

từ thời điểm 30 phút sau xử lý, với giá trị lần lượt là 102,6 TCID50/ml, 101,6 

TCID50/ml và 102,5 TCID50/ml. Đặc biệt, sau 60 và 180 phút xử lý, vi rút cũng 

không còn được phát hiện trong tất cả các mẫu, cho thấy các chất sát trùng này có 

khả năng tiêu diệt hoàn toàn vi rút LSD. Phân tích thống kê cho thấy sự khác biệt 

có ý nghĩa với độ tin cậy cao (p < 0,01) giữa các nhóm thí nghiệm và nhóm đối 

chứng. 
 

 

Hình 4.32b. Kết quả đánh giá khả năng ức chế vi rút LSD của một số chất 

sát trùng bằng phương pháp chuẩn độ vi rút 

Kết quả bảng 4.19 và hình 4.32c chất sát trùng NaOH 3%, Amonium 0.5% 

và Virkon 2% cũng cho thấy khả tiêu diệt vi rút LSD, nồng độ vi rút LSD giảm 

dần theo thời gian xử lý 30 phút là 102.6 TCID50/mL đối với chất NaOH 3%, 101.6 

TCID50/mL đối với Amonium 0.5% và 102.5 TCID50/mL đối với Virkon 2%, còn 

sau 60 phút và 180 phút sau xử lý thì đã tiêu diệt hoàn toàn vi rút. 

Nhìn chung, tính mẫn cảm của vi rút đối với chất sát trùng phụ thuộc vào 

nhiều yếu tố, bao gồm loại vi rút (có vỏ bọc hay không có vỏ bọc), kích thước, 

hình thái và cấu trúc axit nucleic (một sợi hay hai sợi). Vi rút không có vỏ bọc, 

như vi rút đường ruột, có khả năng chống lại tác dụng của các chất sát trùng phổ 

biến như cồn 70% và hợp chất amoni bậc bốn 1% tốt hơn so với vi rút có vỏ bọc. 
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Vi rút có vỏ bọc thường kém ổn định hơn khi ở bên ngoài vật chủ của chúng. vi 

rút LSD là vi rút có vỏ bọc lipid bên ngoài, tuy nhiên lớp vỏ này cũng khiến vi rút 

dễ bị bất hoạt bởi các chất sát trùng hoặc dung môi hòa tan lipid. 

 

 

Hình 4.32c. Kết quả đánh giá khả năng ức chế vi rút LSD của một số 

chất sát trùng bằng phương pháp chuẩn độ vi rút 

Ngoài ra một số yếu tố môi trường ảnh hưởng đến hiệu quả của chất khử 

trùng. Nếu khử trùng đòi hỏi các phản ứng hóa học diễn ra, chẳng hạn như đối với 

formaldehyde, thì tốc độ khử trùng sẽ cao hơn ở nhiệt độ cao. Ở nhiệt độ lạnh, một 

số chất khử trùng có thể không hiệu quả do đó tốc độ khử trùng sẽ cực kỳ thấp. 

Độ ẩm cũng là một yếu tố khác có thể ảnh hưởng đến sự xâm nhập của chất khử 

trùng vào vi rút. Đối với các phản ứng như chất khử trùng aldehyde, sự thay đổi 

độ pH cũng sẽ ảnh hưởng đến hiệu quả khử trùng (Lin và ctv, 2020). 

Kết quả nghiên cứu phù hợp với các khuyến cáo của WOAH, FAO và một 

số công trình công bố trước đây cũng đã chứng minh rằng các loại chất này có khả 

năng ức chế sự nhân lên của vi rút trong môi trường chăn nuôi (Hakobyan và ctv, 

2019; Niederwerder và ctv, 2019). 
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Hình 4.33. Kết quả chuẩn độ vi rút LSD sau khi xử lý bằng Iodine 3% trên tế bào dòng MDBK sau 30, 60 và 180 phút 

gây nhiễm ở ngày thứ 5 với độ phóng đại 10x 
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Hình 4.34. Kết quả đánh giá khả năng ức chế vi rút LSD của chất sát trùng Phenol 2% theo khuyến cáo của WOAH 

bằng phương pháp chuẩn độ vi rút (với độ phóng đại 10x) 
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Hình 4.35. Hình ảnh minh hoạ kết quả đánh giá khả năng ức chế vi rút LSD của chất sát trùng VirkonS 2% theo khuyến 

cáo của WOAH bằng phương pháp chuẩn độ vi rút (với độ phóng đại 10x) 
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PHẦN 5. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

5.1. Kết luận 

1. Đã xác định được 200/200 mẫu bệnh phẩm dương tính với vi rút LSD 

thu thập tại vùng Bắc Trung bộ bằng phương pháp realtime-PCR theo khuyến 

cáo của WOAH. Trong đó, mẫu vảy và u cục cho thấy hàm lượng vi rút cao nhất, 

khẳng định đây là loại bệnh phẩm thích hợp nhất cho mục đích chẩn đoán phát 

hiện sự có mặt của vi rút trong mẫu bệnh phẩm. 

2. Đã giải trình tự 3 gen chỉ báo (P32, RPO30, GPCR) của 21 chủng vi rút 

LSD và đăng tải 63 trình tự gen trên GenBank. Phân tích trình tự gen p32 và 

RPO30, GPO30 cho thấy các chủng vi rút LSD tại Bắc Trung Bộ thuộc phân 

nhóm tái tổ hợp 2.5 và Subgroup III và có mức độ tương đồng cao với các chủng 

lưu hành tại Trung Quốc,. Đồng thời nghiên cứu này cũng đã giải trình tự toàn 

bộ genome của ba chủng vi rút LSD phân lập tại Nghệ An (NA06), Hà Tĩnh 

(HT18) và Quảng Bình (QB09). Kết quả phân tích phả hệ di truyền và phân tích 

trình tự toàn bộ genome của 03 chủng vi rút cho thấy các chủng vi rút này có tính 

tương đồng cao với các chủng vi rút phân lập tại Trung Quốc, Hồng Kông, Thái 

Lan và tại phân lập tại Việt Nam năm 2020. 

3. Đã phân lập thành công 10 chủng vi rút LSD trên môi trường tế bào 

dòng MDBK và xác định được hiệu giá vi rút dao động từ 6.3-7.1log10 

TCID50/ml. Trong đó vi rút gây nhiễm ban đầu ở nồng độ 0.01MOI cho khả 

năng nhân lên tốt nhất trên tế bào MDBK. Không có sự biến đổi về đặc tính di 

truyền hay trình tự nucleotide của 03 chủng HT18 và NA06, QB09 qua 10, 20 và 

30 đời cấy chuyển. Gây nhiễm thành công vi rút LSD chủng 

LSDV/Vietnam/NgheAn/NA06 trên bê thí nghiệm. Kết quả cho thấy bê có phản 

ứng sốt, biểu hiện lâm sàng rõ rệt, đồng thời vi rút được phát hiện trong máu và 

dịch tiết từ những ngày đầu sau gây nhiễm, đạt đỉnh từ ngày 11–14. Kết quả đánh 

giá tính sinh miễn dịch cho thấy bê được tiêm vi rút bất hoạt bằng BEI sau 28 

ngày đều sản sinh kháng thể trung hòa và có khả năng bảo hộ khi thử thachs 

cường độc. Đồng thời có sự thay đổi nồng độ các cytokine tiền viêm (IFNγ, IL- 



1α và TNFα) và kháng viêm (IL-6, IL-10 và TGFß1) trong máu và tế bào khi so 

với nhóm đối chứng. 

4. Đã đánh giá khả năng bất hoạt của 9 loại hóa chất khử trùng thông dụng

theo khuyến cáo của WOAH. Kết quả khẳng định các hóa chất này có hiệu quả 

tiêu diệt hoàn toàn vi rút LSD trong 60 phút. 

5.2. Kiến nghị 

Trên cơ sở những kết quả nghiên cứu đạt được, chúng tôi có những kiến 

nghị, đề xuất sau: 

1. Thu thập và phân tích mẫu bệnh phẩm tại các vùng sinh thái khác nhau

của Việt Nam, nhằm đánh giá đặc điểm sinh học và sinh học phân tử của vi rút 

LSD, để đưa ra các khuyến cáo trong phòng chống dịch bệnh và chiến lược sử 

dụng vắc xin phòng bệnh tại Việt Nam. 

2. Cần tiếp tục nghiên cứu độc lực, tính sinh miễn dịch của các chủng vi

rút LSD phân lập tại Việt Nam và đề xuất sử dụng các chủng tiềm năng để sản 

xuất vắc xin phòng bệnh VDNC tại Việt Nam. 
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