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Đặt vấn đề

Bệnh TCM là một bệnh truyền nhiễm phổ biến ở trẻ em, 
nhất là trẻ dưới 5 tuổi [1]. Bệnh do một nhóm Enterovirus 
thuộc họ Picornaviridae gây ra. Trong đó, virus EV71 được 
quan tâm nhiều nhất do chúng có thể gây các bệnh cảnh 
nặng, kèm theo biến chứng thần kinh, tim, phổi và thậm chí 
dẫn đến tử vong [2]. 

Virus EV71 lần đầu tiên được ghi nhận vào năm 1974. 
Năm 1997, dịch EV71 bùng phát và lan rộng tại khu vực 
châu Á - Thái Bình Dương. Sự lưu hành nổi trội và tái nổi 
trội, đa dạng về kiểu gen của EV71 đã gây ra các trận dịch 
với quy mô khác nhau trong khu vực. Tại Việt Nam, virus 
EV71 được phân lập lần đầu tiên vào năm 2003. Từ đó, 
nhiều đợt dịch TCM lớn, nhỏ có liên quan đến loại virus này 
liên tiếp xảy ra từ năm 2005 đến 2013 với hàng chục ngàn 
ca nhiễm và ít nhất 250 trường hợp tử vong. 

Hiện nay, bệnh TCM vẫn chưa có thuốc điều trị, vắc-xin 
đang là chiến lược tốt nhất để kiểm soát dịch bệnh. Nhiều 
loại vắc-xin phòng TCM đã và đang được phát triển, tuy 
nhiên nhờ những ưu thế như tính an toàn cao, khả năng miễn 
dịch tốt và có thể được phát triển nhanh hơn nhờ vào việc 
tham khảo các công nghệ hiện có, chỉ có vắc-xin toàn phần 
bất hoạt đang được nghiên cứu và thử nghiệm lâm sàng tại 
các quốc gia và vùng lãnh thổ như Đài Loan, Singapore, 

Hàn Quốc. Vắc-xin của Trung Quốc đã được thương mại 
hoá nhưng chỉ được sử dụng trong nội địa nước này [3]. Một 
đặc điểm chung của các vắc-xin này là được phát triển dựa 
trên đặc điểm của các chủng virus lưu hành tại từng khu vực, 
điển hình như chủng C4a đã được sử dụng ở Trung Quốc; 
2 chủng B3 và B4 tương ứng được sử dụng ở Singapore và 
Đài Loan [4]. Hiệu quả bảo vệ của chúng đối với các chủng 
lưu hành tại Việt Nam hầu như chưa được ghi nhận. Trong 
khi đó, đặc điểm về dịch tễ học phân tử của virus EV71 tại 
Việt Nam có nhiều điểm khác biệt, các kiểu gen EV71 đã 
được ghi nhận lại là C1, C4, C5 và B5 [5]. Do đó, chúng 
tôi tiến hành nghiên cứu chọn lọc chủng EV71 ứng cử và 
tạo ngân hàng chủng cho việc nghiên cứu sản xuất vắc-xin 
phòng bệnh TCM do virus EV71 dựa trên chủng đại diện 
cho các chủng đang lưu hành tại Việt Nam.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu 

Chủng virus: Chủng ứng cử cho vắc-xin EV71 (B5) 
và chủng để đánh giá phản ứng miễn dịch chéo được phân 
lập tại Viện Pasteur TP Hồ Chí Minh, một số chủng dùng 
trong đánh giá đáp ứng miễn dịch chéo được nhận từ Đơn vị 
Nghiên cứu lâm sàng của Đại học Oxford (OUCRU).

Tế bào: Virus EV71 được nuôi cấy trên dòng tế bào Vero 
(ECAAC No.88020401). 
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Địa điểm và thời gian nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện tại Phòng Thí nghiệm sinh học 
phân tử, Khoa Vi sinh miễn dịch, Viện Pasteur TP Hồ Chí Minh 
trong thời gian từ năm 2016 đến 2018.

Phương pháp nghiên cứu

Phân tích xu hướng tiến hoá và so sánh trình tự: Nghiên 
cứu sử dụng dữ liệu giám sát EV71 hàng năm đối với virus 
EV71 của Viện Pasteur TP Hồ Chí Minh liên tục trong khoảng 
thời gian từ năm 2003 đến 2013 nhằm đánh giá sự thay đổi các 
kiểu gen để chọn kiểu gen đại diện. Tiếp theo, chúng tôi sử 
dụng dữ liệu trình tự vùng gen VP1 của 100 chủng EV71 thuộc 

các kiểu gen phụ B5, C1, C4 và C5 lưu hành tại các vùng địa 
lý khác nhau của Việt Nam từ năm 2003 đến 2013 từ GenBank. 
Phần mềm BioEdit được sử dụng để so sánh các trình tự tương 
đồng để nhận diện các kiểu hình tương đồng cao tại các vị trí 
epitope quan trọng. Chủng có sự tương đồng cao nhất với các 
chủng khác tại các vị trí này mang các vùng quyết định kháng 
nguyên phổ biến nhất được chọn làm chủng ứng cử. 

Thích ứng chủng virus trên tế bào Vero và chọn dòng đơn 
chủng thích ứng: Quá trình thích ứng được thực hiện thông qua 
việc cấy chuyền ở độ pha loãng thấp qua nhiều đời cấy chuyền 
nhằm chọn lọc được các chủng thích nghi với tế bào Vero. Các 
mẫu sau các đời cấy chuyền được kiểm tra hiệu giá TCID50, 
những mẫu cho hiệu giá tốt tiếp tục được chọn lọc cho đến khi 
chủng có khả năng phát triển tốt trên tế bào Vero tại mật độ gây 
nhiễm thấp và có hiệu giá cao (trên 107 TCID50/ml). Tại đời cấy 
chuyền cuối cùng, các dòng đơn của chủng sẽ được chọn lọc 
thông qua kỹ thuật tạo plaque.

Kiểm tra tính ổn định di truyền của chủng thích ứng đã 
thích nghi: Trình tự gen VP1 trên chủng ứng cử ban đầu và sau 
khi thích ứng được khuếch đại bằng phương pháp RT-PCR với 
cặp mồi đặc hiệu và giải trình tự theo phương pháp Sanger. Các 
trình tự gen mục tiêu sau đó được xử lý, lắp ráp nhờ sự hỗ trợ 
của phần mềm CLC Main Workbench 5.5 và BioEdit.

Kiểm tra tính sinh miễn dịch chéo: Chủng virus sau khi 
được thích nghi và chọn lọc được nuôi cấy tăng sinh trên tế 
bào Vero, dịch virus sau đó được thu hoạch, tinh chế và bất 
hoạt tạo thành kháng nguyên. Chuột nhắt trắng chủng Balb/c 
(BioLASCO Taiwan Co., Ltd) 6-8 tuần tuổi (5 con) được tiêm 
2 liều kháng nguyên hàm lượng 1 µg phối trộn với tá chất nhôm 
(Alhydrogel) tại các thời điểm tuần thứ nhất và thứ tư. Chuột 
được thu máu vào tuần thứ 8, máu được tách huyết thanh để 
tiến hành đánh giá miễn dịch chéo với các chủng C4, C5, B5 
qua phản ứng trung hoà. 

Phản ứng trung hòa xác định hiệu giá kháng thể trung hòa 
virus của các mẫu huyết thanh chuột. Các mẫu huyết thanh 
chuột được pha loãng bậc 2 từ độ pha loãng 1/10 ban đầu và 
ủ với 100 TCID50 virus các chủng C4, C5, B5 trên các đĩa 96 
giếng tương ứng đã được cấy tế bào Vero mật độ 2x104 tế bào/
giếng 24 giờ trước đó, ủ ở điều kiện 37oC và 5% CO2, ghi nhận 
dấu hiệu hủy hoại tế bào (cytophayogenic effect) sau 5 ngày 
gây nhiễm. Hiệu giá kháng thể trung hoà được tính là nghịch 
đảo của độ pha loãng thấp nhất không ghi nhận dấu hiệu hủy 
hoại tế bào.

Kết quả và bàn luận

Chọn chủng bằng phân tích dữ liệu dịch tễ học phân tử

Dữ liệu phân tích xu hướng tiến hoá của các chủng EV71 
tại Việt Nam từ năm 2003 đến 2013 cho thấy, có sự chuyển 
dịch sự lưu hành của kiểu gen C4 sang kiểu gen B5, trong đó 
đỉnh điểm của sự hiện diện kiểu gen C4 là năm 2011. Năm 
2012 chủng C4 vẫn chiếm ưu thế nhưng có sự xuất hiện và 
thay thế dần của chủng B5 từ năm 2011 (hình 1). Cho đến năm 
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Abstract:
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2013, chủng B5 đã chiếm ưu thế và gần như hoàn toàn thay 
thế chủng C4. Với xu hướng đó, chúng tôi chọn những chủng 
mang kiểu gen B5 để phân tích trình tự nhằm chọn ra được 1 
chủng ứng cử cho vắc-xin EV71.
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Kết quả và bàn luận 
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Hình 1. Phân bố kiểu gen phụ của virus EV71 theo thời gian. 
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Khi tiến hành phân tích trình tự gen VP1 giữa các chủng EV71 đưa vào nghiên 
cứu, chúng tôi phát hiện vùng epitope trung hòa tại vị trí 208-225 có mức độ bảo tồn 
cao và giống nhau 100% ở hầu hết các chủng với trình tự  
YPTFGEHKQEKDLEYGAC (hình 2). Đây là một trong các vùng epitope trung hòa 
quan trọng và được sử dụng phổ biến trong các nghiên cứu vắc-xin peptit chống lại 
virus EV71. Các nghiên cứu trước đây cho thấy, huyết thanh kháng SP70 được tổng 
hợp từ đoạn peptit 208-222 (YPTFGEHKQEKDLEY) giúp bảo vệ 70-80% chuột sơ 
sinh nhiễm các chủng EV71 mang kiểu gen C2, C4, B2, B4 và B5 tại hiệu giá kháng 
thể trung hòa 1:32 [6]. 

Trong vùng epitope 142-156, vị trí 145 được xem là có liên quan đến độc tính 
của virus. Ở đây chúng tôi chọn chủng mang axit glutamic tại vị trí này do đại diện 
cho phần lớn chủng B5 và hầu hết các chủng C4, C5. Đột biến thay thế glycine (G) 
hoặc glutamine (Q) thành axit glutamic (E) tại vị trí axit amin 145 trên VP1 độc lập 
hoặc kết hợp với sự thay đổi các axit amin khác chịu trách nhiệm cho sự thích nghi và 
độc lực cho sự lây nhiễm trên chuột [7]. Ở người, đột biến VP1-E145Q đã được tìm 
thấy trong các trường hợp nhiễm EV71 nặng. Hơn nữa, R. Li và cs (2011) [8] cũng đã 
báo cáo về các đột biến khác có liên quan đến tỷ lệ lưu hành hơn trong các trường hợp 
nặng của EV71 như VP1-145G/Q/R. 

Với epitope vùng axit amin 41-55, vị trí 43 mang axit glutamic (E) ở các chủng 
B5 được hình thành dưới áp lực chọn lọc dương của các chủng B5 lưu hành tại Việt 
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Khi tiến hành phân tích trình tự gen VP1 giữa các 
chủng EV71 đưa vào nghiên cứu, chúng tôi phát hiện vùng 
epitope trung hòa tại vị trí 208-225 có mức độ bảo tồn 
cao và giống nhau 100% ở hầu hết các chủng với trình tự  
YPTFGEHKQEKDLEYGAC (hình 2). Đây là một trong các 
vùng epitope trung hòa quan trọng và được sử dụng phổ biến 
trong các nghiên cứu vắc-xin peptit chống lại virus EV71. Các 
nghiên cứu trước đây cho thấy, huyết thanh kháng SP70 được 
tổng hợp từ đoạn peptit 208-222 (YPTFGEHKQEKDLEY) 
giúp bảo vệ 70-80% chuột sơ sinh nhiễm các chủng EV71 
mang kiểu gen C2, C4, B2, B4 và B5 tại hiệu giá kháng thể 
trung hòa 1:32 [6].

Trong vùng epitope 142-156, vị trí 145 được xem là có liên 
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và hầu hết các chủng C4, C5. Đột biến thay thế glycine (G) 
hoặc glutamine (Q) thành axit glutamic (E) tại vị trí axit amin 
145 trên VP1 độc lập hoặc kết hợp với sự thay đổi các axit 
amin khác chịu trách nhiệm cho sự thích nghi và độc lực cho 
sự lây nhiễm trên chuột [7]. Ở người, đột biến VP1-E145Q đã 
được tìm thấy trong các trường hợp nhiễm EV71 nặng. Hơn 
nữa, R. Li và cs (2011) [8] cũng đã báo cáo về các đột biến 
khác có liên quan đến tỷ lệ lưu hành hơn trong các trường hợp 
nặng của EV71 như VP1-145G/Q/R.

Với epitope vùng axit amin 41-55, vị trí 43 mang axit 
glutamic (E) ở các chủng B5 được hình thành dưới áp lực chọn 
lọc dương của các chủng B5 lưu hành tại Việt Nam [9]. Các 
chủng ở kiểu gen C đều mang lysine (K) ở vị trí này.

Với vùng epitope 163-177, chúng tôi ghi nhận có sự bảo 
toàn cao giữa các chủng kiểu gen phụ với nhau. Điều này 
tương tự với một số phát hiện trước đây là có sự bảo toàn cao 
giữa các kiểu gen phụ trong cùng kiểu gen và các kiểu gen với 
nhau, duy chỉ có chủng nguyên thuỷ BrCr (kiểu gen A) là có 
sự khác biệt về axit amin tại vị trí 167 và 172 [10].

Qua việc so sánh trình tự và tìm vùng bảo tồn ở các vị 
trí epitope, chúng tôi đã chọn ra 1 chủng B5 (GeneBank 
KU887943.1) làm chủng ứng cử. Chủng có tên gọi B5-
203P-2013 được phân lập từ 1 bệnh nhi có triệu chứng TCM 
mức độ 2B ở Tiền Giang năm 2013. Chủng này mang trình tự 
các vùng epitope phổ biến cho phần lớn chủng B5 phân tích 
cũng như các chủng C1, C4 và C5.

Thích nghi chủng trên tế bào Vero và chọn dòng đơn 
chủng thích ứng

Kết quả cấy chuyền cho thấy hiệu giá và mức độ xâm 
nhiễm tế bào của chủng chọn lọc tăng dần chứng tỏ sự thích 
ứng dần của chủng trên tế bào Vero. Độ pha loãng của các đời 
cấy sau thấp hơn đời cấy trước cho đến khi đạt sự ổn định. Sau 
9 lần cấy chuyền, chủng chọn lọc cho hiệu giá cao nhất với 
TCID50 đạt ~108 TICD50/ml so với 103 TCID50/ml của lần cấy 
đầu tiên (bảng 1).
Bảng 1. Hiệu giá của chủng B5-203P-2013 qua các đời thích 
ứng khác nhau. 

Số đời thích ứng Độ pha loãng Hiệu giá virus thu được (TCID50/ml)

1 10-2 103,2

2 10-3 103,2

3 10-4 104,7

4 10-5 106

5 10-6 107,4

6 10-6 107,7

7 10-6 108,2

8 10-6 108

9 10-6 108
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Tại các đời cấy thứ 8 và 9, hiệu giá virus thu được đạt 
cao nhất sau 96 giờ gây nhiễm khi các tế bào đã bị huỷ hoại 
gần như hoàn toàn (hình 3).
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Hình 3. Kết quả gây nhiễm của chủng ứng cử. (A, B, C) Tế 
bào bị huỷ hoại sau 48, 72 và 96 giờ gây nhiễm; (D) Hình ảnh 
virus EV71 trong dịch nuôi cấy được chụp dưới kính hiển vi điện tử 
truyền suốt (vị trí mũi tên). 

Sau 9 đời cấy chuyền, chủng đã đạt được độ ổn định 
về hiệu giá cũng như đạt được hiệu giá tăng sinh đủ cao 
cho việc sản xuất vắc-xin, chúng tôi tiến hành nuôi cấy tạo 
plaque cho chủng để chọn dòng đơn bằng phương pháp 
Plaque assay (hình 4). Plaque mang ký hiệu B5-203P-
2013-P10.1 được chọn sản xuất do đạt được hiệu giá trên 
108 TCID50/ml.
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Hình 4. Kết quả tạo plaque trong đời cấy thứ 10. Giếng 1 là đối 
chứng tế bào; giếng 2, 3, 4, 5, 6 tương ứng các nồng độ pha loãng 
của virus 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 và 10-5.

Việc chọn chủng bằng phương pháp plaque assay đã 
được nhiều nhóm nghiên cứu ứng dụng trong việc chọn ra 
những chủng thuần có khả năng tăng sinh tốt đã thích nghi 
với hệ thống nuôi cấy qua quá trình chọn lọc [11, 12].

Sự ổn định di truyền trên gen VP1

Trình tự gen VP1 trên chủng B5-203P-2013 ban đầu và 
sau khi thích ứng thành công B5-203P-2013-P10.1 được 
khuếch đại bằng phương pháp RT-PCR với cặp mồi đặc 
hiệu. Kết quả điện di sản phẩm khuếch đại trên gel agarose 
2% cho thấy, xuất hiện một vạch có kích thước tương ứng 
với vạch 891 bp trên thang chuẩn (1 Kb Plus DNA Ladder, 

Invitrogen (hình 5B). Kết quả phân tích cho thấy, trình 
tự gen VP1 của mẫu sau 10 đời cấy chuyền (B5-203P-
2013-P10.1) tương đồng 100% so với mẫu virus ban đầu 
(B5-203P-2013) (hình 5). 
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Hình 5. Thu nhận gen VP1 của chủng chọn lọc. (A) Gen VP1 
được khuếch đại qua phản ứng PCR; (B) So sánh trình tự gen VP1 
của chủng B5-203P-2013-P10.1 sau khi thích ứng thành công trên 
tế bào Vero. 

Như vậy, gen VP1 của chủng B5-203P-2013-P10.1 hoàn 
toàn ổn định khi thích ứng trên tế bào Vero.

Từ kết quả trên, chủng B5-203P-2013-P10.1 được chọn 
để tăng sinh làm ngân hàng chủng sản xuất do đạt hiệu giá 
tăng sinh tốt và ổn định di truyền trên vùng gen VP1.

Khả năng trung hoà chéo của chủng ứng cử

Để kiểm tra khả năng cho đáp ứng miễn dịch chéo của 
chủng B5-203P-2013-P10.1, chúng tôi chọn đại diện của 
các kiểu gen khác nhau đã từng lưu hành tại Việt Nam như 
C1, C4, C5 và B5 để đánh giá. 

Kết quả bảng 2 cho thấy, khả năng trung hòa của huyết 
thanh với các kiểu gen khác nhau đều đạt mức trên 128. 
Hiện tại, vẫn chưa có sự thống nhất mức kháng thể trung 
hoà cần thiết ở người là bao nhiêu, tuy nhiên ở chuột, mức 
kháng thể trung hoà cần cao hơn 128. Đây là mức kháng 
thể tối thiểu bảo vệ chuột sơ sinh trong các thí nghiệm thử 
thách với mô hình miễn dịch thụ động trên chuột [13]. Như 
vậy, huyết thanh từ chuột nhắt trắng được tiêm vắc-xin B5-
203P-2013-P10.1 có thể cho đáp ứng miễn dịch chéo với 
các chủng EV71 khác bao gồm C4, C5 và B5, mặc dù khả 
năng trung hòa chủng C5 kém hơn so với B5 và C4. 
Bảng 2. Khả năng đáp ứng miễn dịch chéo của thể kháng thể 
5-203P-2013-P10.1. 

Chủng virus Trung bình nhân hiệu giá 
kháng thể trung hòa (GMT)

5-203P-2013-P10.1 (chủng vắc-xin) 243

EV71/B5 VN282-18 (2014) 160

EV71/C4-11 (2011) 211

EV71/C4 VN313-18 (2018) 184

EV71/C5-11 (2011) 139
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Các đột biến và tái tổ hợp thường xuyên xảy ra trong quá 
trình tiến hóa của virus EV71, do đó việc phản ứng chéo có 
thể chống lại nhiều loại virus EV71 khác nhau là một chiến 
lược quan trọng trong định hướng phát triển vắc-xin. Phản 
ứng kháng thể trung hòa được xem là một chỉ số quan trọng 
trong đáp ứng miễn dịch với EV71, thường được sử dụng 
để đánh giá hiệu quả của vắc-xin. Một trong những tiêu 
chí đánh giá hiệu quả của một vắc-xin EV71 là kháng thể 
được tạo ra có khả năng trung hoà các chủng thuộc nhóm 
gen khác. Vào năm 2020, Tổ chức Y tế Thế giới (WHO) đã 
ban hành các khuyến nghị về chất lượng, an toàn và hiệu 
quả của vắc-xin EV71 bất hoạt. Trong đó có một điều quan 
trọng nổi bật là cần nghiên cứu khả năng cho phản ứng 
chéo của kháng thể trung hoà do vắc-xin tạo ra [14]. Một số 
nghiên cứu đã tập trung vào tìm hiểu tính kháng nguyên của 
các chủng EV71. Nghiên cứu của K. Mizuta và cs (2009) 
[15] cho thấy, kiểu gen B kích hoạt được kháng thể trung 
hòa cho phản ứng chéo với các chủng B2, B4, B5, C1, C2 
và C4 mạnh hơn kháng thể của kiểu gen C. Gần đây nhất, 
nghiên cứu của P. Liu và cs (2021) [10] về kháng thể trung 
hoà được tạo ra từ 10 kiểu gen A, B0-B4, C2, C4 và C5 
được xác định có khả năng trung hoà chéo với chính những 
chủng này. Kết quả cho thấy, các kiểu gen A, B và C đều tạo 
ra kháng thể có khả năng trung hoà với các nhóm kiểu gen 
khác. Tuy nhiên có sự khác nhau về mức độ trung hoà ở các 
kiểu gen. Tại Việt Nam, sau khi thay thế chủng C4 vào năm 
2013, chủng B5 lưu hành rải rác trong cộng đồng cho đến 
năm 2018 thì chủng C4 quay trở lại chiếm ưu thế và chủng 
B5 được ghi nhận rải rác [16]. Tuy nhiên, trong một nghiên 
cứu đánh giá kháng thể trung hoà ở các bệnh nhân TCM 
Việt Nam, kháng thể của những bệnh nhân nhiễm chủng B5 
lưu hành trong giai đoạn 2013-2015 tại Việt Nam cho thấy 
khả năng trung hoà với chủng C4 của năm 2018 và không 
có sự khác biệt với khả năng trung hoà với chính chủng B5 
[17]. Có thể nhận thấy ở đây là các kiểu gen phụ của EV71 
có thể xuất hiện mang tính chu kỳ nên việc giám sát để chọn 
chủng đại diện phù hợp và có phản ứng chéo với nhiều kiểu 
gen phụ khác nhau là điều quan trọng.

Kết luận

Từ việc phân tích xu hướng tiến hoá và phân tích trình 
tự tương đồng của các epitope trong vùng gen VP1, qua quá 
trình thích ứng và chọn dòng đơn trên tế bào Vero, chúng tôi 
đã thu được chủng mang EV71 có kiểu gen phụ B5 mang 
tên 5-203P-2013-P10.1 làm chủng ứng cử cho vắc-xin 
EV71. Chủng này có tính ổn định di truyền so với chủng 
gốc ban đầu và cho khả năng tăng sinh tốt trên tế bào Vero 
với hiệu giá 108 TCID50/ml. Đồng thời có khả năng trung 
hoà chéo với các kiểu gen phụ khác lưu hành tại Việt Nam 
như B5, C4 và C5.
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