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TÓM TẮT
Virus gây bệnh dịch tả lợn châu Phi (ASFV) là tác nhân gây bệnh truyền nhiễm và thường gây chết lợn nuôi, 

gây hậu quả kinh tế đáng kể cho ngành chăn nuôi lợn. Việc kiểm soát bệnh dịch tả lợn châu Phi (ASF) đã bị cản 
trở do không có vacxin. Các vacxin thử nghiệm đã được phát triển bằng cách sử dụng ASFV sống giảm độc lực 
do được biến đổi gen bằng cách loại bỏ các gen liên quan đến độc lực của virus. Họ đa gen 360 (MGF360) và 
MGF505 đại diện cho một nhóm gen, có chung một phần trình tự và cấu trúc đặc trưng có liên quan đến tính đặc 
hiệu về phạm vi vật chủ của ASFV, ngăn chặn đáp ứng tự nhiên của vật chủ và độc lực của virus. Ở đây, chúng tôi 
báo cáo việc tạo dựng một loại virus tái tổ hợp (ASFV-G-ΔMGF) có nguồn gốc từ chủng ASFV Georgia 2007 độc 
lực cao (ASFV-G) bằng cách xóa 6 gen thuộc họ MGF360 hoặc MGF505: MGF505-1R, MGF360-12L, MGF360 
-13L, MGF360-14L, MGF505-2R và MGF505-3R. ASFV-G-ΔMGF nhân lên hiệu quả trong môi trường nuôi 
cấy tế bào đại thực bào sơ cấp của lợn giống như virus ban đầu. Thử nghiệm trên động vật, ASFV-G-ΔMGF bị 
giảm độc lực hoàn toàn ở lợn, vì lợn được tiêm bắp (i.m) với 102 hoặc 104 liều hấp thụ 50% hồng cầu (HAD50) vẫn 
khỏe mạnh, không có dấu hiệu của bệnh. Điều quan trọng là lợn sau khi tiêm được cho tiếp xúc với ASFV-G thì 
không có biểu hiện của bệnh, mặc dù phần lớn những lợn này có mang virus công cường độc. Đây là báo cáo đầu 
tiên chỉ ra vai trò của các gen MGF hoạt động như những yếu tố độc lập quy định độc lực của ASFV. Ngoài ra, 
ASFV-G-ΔMGF là vacxin thử nghiệm đầu tiên được báo cáo là tạo ra sự bảo vệ ở những con lợn đượcthử thách 
với ASFV-G có độc lực cao và có liên quan về mặt dịch tễ học.

TẦM QUAN TRỌNG 
Vấn đề chính trong kiểm soát ASF là thiếu vacxin. Nhiều nghiên cứu tập trung vào việc tìm hiểu độc lực 

của ASFV nhằm sản xuất các virus tái tổ hợp biến đổi gen, mặc dù đã giảm độc lực, nhưng vẫn có khả năng 
bảo vệ lợn khi được thử thách với virus tương đồng. Ở đây chúng tôi đã tạo ra một ASFV tái tổ hợp giảm độc 
lực có nguồn gốc từ chủng ASFV Georgia có độc lực cao (ASFV-G) chỉ thiếu sáu trong số các gen của họ đa 
gen 360 (MGF360) và MGF505 (ASFV-G-ΔMGF). Điều này, lần đầu tiên chỉ ra rằng chỉ cần xóa các gen 
MGF đặc hiệu có thể làm giảm hoàn toàn độc lực của chủng ASFV có độc lực cao.Virus tái tổ hợp ASFV-
G-ΔMGF tạo ra hiệu quả bảo vệ ở lợn trước thách thức với ASFV-G khi lợn được tiêm một lần qua đường 
tiêm bắp (i.m). Việc bảo vệ chống lại ASFV-G có hiệu quả cao sau 28 ngày kể từ ngày tiêm. Đây là báo cáo 
đầu tiên về vacxin thử nghiệm tạo ra sự bảo vệ vững chắc chống lại độc lực của ASFV-G.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Bệnh dịch tả lợn châu Phi (ASF) là bệnh virus 

truyền nhiễm ở lợn gây ra do virus ASF (ASFV), 
một loài virus lớn có vỏ, chứa 2 sợi ADN có kích 
thước khoảng 180 đến 190 kbp (1). ASF gây ra một 
loạt các biểu hiện bệnh, từ gây tử vong cao đến cận 
lâm sàng, tùy thuộc vào đặc điểm vật chủ và chủng 
virus (2). Lợn nuôi bị chết do nhiễm ASFV độc lực 
cao có biểu hiện đặc trưng là sốt, xuất huyết, mất 
kiểm soát và suy nhược nghiêm trọng.

Hiện nay, ASF là bệnh đặc hữu ở một số quốc 
gia châu Phi cận Sahara. Ở châu Âu, căn bệnh này 
lưu hành ở Sardinia (Ý), và các đợt bùng phát dịch 
bệnh đã được ghi nhận ở vùng Caucasus từ năm 
2007, ảnh hưởng đến Gruzia, Armenia, Azerbaijan 
và Nga, và gần đây là ở Ukraine, Belarus, 
Lithuania, Latvia, và Ba Lan, đe dọa lây lan cả 
sang các nước láng giềng ở Tây Âu (3).

Chưa có vacxin cho ASF, các ổ dịch hiện đang 
được dập tắt bằng các phương pháp kiểm dịch và loại 
bỏ động vật nhiễm bệnh. Các thử nghiệm vacxin dựa 
trên việc sử dụng các loại virus bất hoạt khác nhau 
đã không thành công trong việc tạo ra miễn dịch bảo 
vệ (4–6). Khả năng miễn dịch bảo vệ chống lại sự tái 
nhiễm với các virus tương đồng và (hiếm khi) chống 
lại sự tái nhiễm với các virus khác loại phát triển ở 
những con lợn sống sót sau khi nhiễm virus (7, 8). Lợn 
đã miễn dịch với ASFV sống giảm độc lực có chứa 
các cá thể đã được thiết kế di truyền loại bỏ các gen 
liên quan đến độc lực của ASFV (gen UK, DP69R, 
23-NL, TK và 9GL) được bảo vệ khi thử thách với 
virus có độc lực tương đồng với virus ban đầu (9–12). 
Cho đến nay, những nghiên cứu đó đã cung cấp bằng 
chứng thực nghiệm duy nhất mô tả sự phát triển hợp 
lý của một loại virus sống giảm độc lực có hiệu quả 
chống lại ASFV.

Bộ gen ASFV chứa các gen cấu tạo nên một 
số họ đa gen riêng biệt (MGF), ban đầu được đặc 
trưng là các gen hiện diện dưới dạng trình tự lặp lại 
trong các vùng gen cuối và được đặt tên để phản 
ánh độ dài trung bình của sản phẩm gen dự đoán. 
(13,  14). Hai trong số các họ này, MGF360 và 
MGF505, nằm trong vùng gen biến đổi cao ở điểm 
cuối bên trái và các sản phẩm mã hóa có chung 
những điểm tương đồng về cấu trúc (13–18).

Một số chủng ASFV được nuôi thích nghi trên 

môi trường tế bào (chẳng hạn như chủng Badajoz71 
hoặc Georgia07 được nuôi thích nghi với tế bào Vero) 
có chứa các khoảng trống trong vùng gen biến đổi ở 
điểm cuối bên trái có mang đoạn gen bị xóa bao gồm 
một số gen khác nhau của cả MGF360 và MGF505 
(15, 19–22). Thông thường, sự thích nghi để nhân 
lên trong các dòng tế bào này xảy ra đồng thời với 
sự suy giảm của các chủng này ở lợn (8, 22–25). Tuy 
nhiên, không có bằng chứng thuyết phục nào ủng hộ 
ý tưởng về cơ chế hoạt động nhân - quả giữa việc xóa 
bỏ các gen MGF đặc hiệu, sự thích nghi với nuôi cấy 
tế bào và sự suy giảm virus ở lợn.

Nghiên cứu các vùng MGF360 và MGF505 có 
thể làm sáng tỏ vai trò của chúng trong chu trình sao 
chép ASFV và/hoặc những tác động của chúng đối 
với độc lực. Ví dụ, việc xóa các gen MGF ở chủng 
ASFV BA71 thích nghi với tế bào Vero đã làm giảm 
khả năng sao chép của virus trong các đại thực bào 
ở lợn (26, 27), và phục hồi một phần khoảng trống 
trong bộ gen, nằm trong vùng biến đổi ở điểm cuối 
bên trái, dẫn đến việc virus lấy lại khả năng sao chép 
trong các đại thực bào ở lợn (26). Ngoài ra, người 
ta đã ghi nhận rằng các gen trong vùng MGF360 và 
MGF505 rất quan trọng đối với khả năng nhân lên 
của virus trong tế bào ve (28). Cũng đã có những báo 
cáo rằng các gen MGF360 và MGF505 có liên quan 
đến sự ức chế sản sinh interferon (IFN) (29). Các gen 
MGF360 và MGF505 cũng liên quan đến độc lực 
của virus; sự xóa các gen trong các MGF này đã góp 
phần làm suy giảm độc lực của chủng Malawi Lil-20 
/ 1ΔNL tái tổ hợp (30), chủng virus có gen liên quan 
đến độc lực NL đã bị xóa (31).

Trong nghiên cứu này, chúng tôi báo cáo kết 
quả nghiên cứu tạo chủng virus tái tổ hợp có 
nguồn gốc từ chủng độc lực cao ASFV Georgia 
2007 (ASFV-G) bằng cách xóa đặc hiệu 6 gen 
của các họ đa gen ASFV MGF360 và MGF505 
(ASFV-G-ΔMGF). Kết quả cho thấy ASFV-G-
ΔMGF nhân lên trong tế bào nuôi cấy đại thực 
bào sơ cấp ở lợn hiệu quả tương tự như ASFV-G.
Trên động vật thí nghiệm, ASFV-G-ΔMGF được 
tiêm bắp cho lợn với liều cao tới 104 HAD50 thì suy 
yếu hoàn toàn. Quan trọng là lợn đã gây nhiễm 
bằng tiêm bắp liều ASFV-G-ΔMGF 102  hoặc 
104 HAD50 được bảo vệ không có dấu hiệu lâm 
sàng khi công cường độc bằng chủng virus độc 
lực cao ban đầu ASFV-G ở 28 ngày sau gây 
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nhiễm (dpi). Đây là báo cáo đầu tiên chỉ ra rằng 
xóa đặc hiệu các gen thuộc họ đa gen MGF360 
và MGF505 là đủ để gây ra sự suy giảm hoàn 
toàn độc lực của virus phân lập từ thực địa và vì 
thế virus đã tái tổ hợp gen cũng có khả năng gây 
đáp ứng miễn dịch hiệu quả khi công cường độc 
bằng chủng virus độc lực cao ban đầu, ASFV-G. 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
2.1. Nuôi cấy tế bào và virus

Tế bào đại thực bào lợn sơ cấp được chuẩn bị 
từ máu lợn đã loại bỏ tơ huyết bằng cách đã được 
Zsak et al. (11) mô tả trước đây. Một cách ngắn 
gọn, máu lợn được chống đông bằng heparin được 
ủ ấm ở 37°C trong 1h để làm lắng hồng cầu. Các 
bạch cầu đơn nhân được phân tách bằng cách tuyển 
nổi trên gradient mật độ Ficoll-Paque (Pharmacia, 
Piscataway, NJ) (trọng lượng riêng 1,079). Phần tế 
bào đơn bào/đại thực bào được nuôi cấy trong các 
bình nuôi cấy mô Primaria bằng nhựa (Falcon; Becton 
Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ), có chứa 
môi trường đại thực bào, bao gồm môi trường RPMI 
1640 (Life Technologies, Grand Island, NY) với 
30% chất tạo nổi L929 và 20% huyết thanh nhau thai 
bò bất hoạt bằng nhiệt (HI-FBS; Thermo Scientific, 
Waltham, MA), trong 48 giờ ở 37°C với 5% CO2. 
Các tế bào kết dính được tách ra khỏi chai nhựa bằng 
cách sử dụng dung dịch muối đệm phosphat (PBS) 
10 mM EDTA và sau đó được gắn vào đĩa Primaria 
T25 6 hoặc 96 giếng ở mật độ 5×106 tế bào/ml để 

sử dụng trong các thử nghiệm trong 24 giờ sau đó. 
ASFV Georgia (ASFV-G) là chủng phân lập từ thực 
địa được cung cấp bởi N. Vepkhvadze thuộc Phòng 
thí nghiệm của Bộ Nông nghiệp (LMA) ở Tbilisi, 
Cộng hòa Georgia (22).

So sánh sự tăng trưởng của virus ASFV-G và 
ASFV-G-ΔMGF đã được thực hiện trong nuôi cấy 
tế bào đại thực bào lợn sơ cấp. Đĩa nhựa 24 giếng 
đã được phủ một lớp tế bào đã chuẩn bị trước đó và 
được gây nhiễm ở mức độ đa nhiễm (MOI) là 0,1 
hoặc 0,01 (dựa trên HAD50 đã được xác định trước 
đó trong nuôi cấy tế bào đại thực bào lợn sơ cấp). Sau 
1 giờ hấp phụ ở 37°C với 5% CO2, môi trường nuôi 
cấy được loại bỏ và các tế bào được rửa hai lần bằng 
PBS. Sau đó, các đơn lớp được rửa bằng môi trường 
đại thực bào và ủ trong 2, 24, 48, 72 và 96 giờ ở 37°C 
với 5% CO2. Vào những thời điểm thích hợp sau khi 
gây nhiễm, các tế bào được đông lạnh ở -70°C hoặc 
thấp hơn và các dịch tan rã đông được sử dụng để xác 
định hiệu giá bằng HAD50/ml trong nuôi cấy tế bào 
đại thực bào lợn sơ cấp. Tất cả các mẫu được chạy 
đồng thời để tránh sự thay đổi giữa các lần.

Chuẩn độ virus được thực hiện trên nuôi cấy tế bào 
đại thực bào lợn sơ cấp trong các đĩa 96 giếng. Pha 
loãng và nuôi cấy virus được thực hiện sử dụng môi 
trường đại thực bào. Sự hiện diện của virus được đánh 
giá bằng hấp thụ hồng cầu (HA), và hiệu giá virus 
được tính bằng phương pháp Reed và Muench (32).

2.2. Tạo chủng ASFV-G-ΔMGF tái tổ hợp

Hình 1. Sơ đồ thể hiện vùng gen MGF360 và MGF505 bị xóa trong ASFV-G-ΔMGF và được thay thế 
bằng dải gen chỉ thị p72GUS. Các vị trí nucleotide nằm ở ranh giới của đoạn bị xóa trên bộ gen ASFV-G 
được biểu hiện/đánh dấu.

Các ASFV tái tổ hợp được tạo ra bằng cách tái 
tổ hợp tương đồng giữa bộ gen ASFV của bố mẹ và 
vector chuyển tái tổ hợp sau lây nhiễm và chuyển 
nhiễm trong nuôi cấy tế bào đại thực bào lợn (11, 33). 

Vector chuyển tái tổ hợp (p72GUSΔMGF) chứa các 
vùng gen đệm, bao gồm amino acid kết thúc của gen 
MGF505-1R nằm ở bên trái (nhánh trái nằm giữa 
các vị trí gen 24566 và 27928) và carboxyl kết thúc 
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của gen MGF505-3R nằm bên phải (nhánh phải 
nằm giữa các vị trí gen 35.487 và 36.515) và một 
dải gen chỉ thị chứa gen β-glucuronidase (β-GUS) 
gen khởi động muộn ASFV p72 (11). Cấu trúc này 
tạo ra sự mất đoạn 7.558 nucleotide trong vùng biến 
đổi bên trái của ASFV-G (giữa các vị trí nucleotide 
27.928 và 35.487) (hình 1). Vector chuyển tái tổ 
hợp p72GUSΔMGF được tạo ra bằng cách tổng 
hợp DNA (Epoch Life Sciences, Sugar Land, TX, 
USA). Tế bào đại thực bào nuôi cấy bị gây nhiễm 
ASFV-G và được chuyển bằng p72GUSΔMGF. 
Các virus tái tổ hợp bám trên bề mặt đĩa sơ cấp đã 
được tinh sạch để đồng nhất bằng các lần tinh sạch 
liên tiếp các đĩa thử nghiệm thuần khiết.

2.3. PCR

ASFV-G-ΔMGF thuần khiết trong môi trường 
bảo quản virus đã được sử dụng cho PCR. Trình tự cặp 
mồi sử dụng trong PCR phát hiện các gen MGF350/
MGF505 như sau: mồi xuôi: 5′-GAGGATGATTT-
GCCCTTCACTCA-3′, mồi ngược: 5′-CGCCAC-
TAGTAAACATTGTTCTATCT-3′. Cặp mồi này 
khuếch đại đoạn gen có kích thước 422bp thuộc 
khung đọc mở (ORF) gen MGF505-1R. Trình tự cặp 
mồi sử dụng cho PCR xác định gen β-GUS như sau: 
mồi xuôi: 5′-GACGGCCTGTGGGCATT-3′, mồi 
ngược: 5′-GCGATGGATTCCGGCAT-3′. Trình tự 
cặp mồi sử dụng cho PCR xác định gen p72 (B646L) 
như sau: mồi xuôi: 5′-GTCTTATTGCTAAC-
GATGGGAAG3′, mồi ngược: 5′-CCAAAGGTAA-
GCTTGTTTCCCAA-3′.

2.4. Giải trình tự các sản phẩm PCR

Các sản phẩm PCR được giải trình tự bằng phương 
pháp kết thúc chuỗi sử dụng dideoxynucleotide 
dideoxynucleotide chain termination (34). 
BigDye terminator cycle sequencing kit (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) đã được sử dụng trong 
phản ứng giải trình tự gen. Sản phẩm phản ứng được 
giải trình tự trên máy giải trình tự ADN tự động 
Prism 3730xl (Applied Biosystems). Dữ liệu trình 
tự được tập hợp bằng chương trình phần mềm Phrap 
(http://www.phrap.org), xác nhận các tập hợp được 
thực hiện sử dụng CAP3 (35).Trình tự đồng thuận 
ADN cuối cùng thể hiện các nucleotide được lặp lại 
ít nhất 5 lần. So sánh trình tự được thực hiện bằng 
phần mềm BioEdit (Tom Hall, Ibis Biosciences, 
Carlsbad, CA) (35).

2.5. Giải trình tự thế hệ mới (NGS) bộ gen 
ASFV

ADN của ASFV được chiết tách từ những tế bào bị 
nhiễm virus và được định lượng như mô tả trước đây 
(22). Giải trình tự toàn bộ gen của virus đã được thực 
hiện theo những mô tả trước đó (22). Mô tả ngắn gọn 
như sau: 1 μg ADN của virus được cắt bằng enzyme 
thành nhiều mảnh ADN có kích thước đã được ước 
định. Bộ điều hợp và lưu trữ mã vạch đã được liên kết 
với ADN bị phân mảnh. Kích thước thu được trong bộ 
điều hợp được thu thập bằng cách sử dụng hệ thống 
Pippin Prep (Sage Science), sau đó được chuẩn hóa 
nồng độ. ADN thu được sau đó được khuếch đại vô 
tính lên các hạt Ion hình cầu (ISPs) và được làm giàu. 
Các mẫu ISP đã làm giàu được chuẩn bị và tải lên các 
chip Ion để giải trình tự. Phân tích trình tự được thực 
hiện bằng Galaxy (https://usegalaxy.org/) và CLC 
Genomics Workbench (CLCBio).

2.6. Thử nghiệm trên động vật

Các thí nghiệm trên động vật được thực hiện 
trong điều kiện an toàn sinh học cấp độ 3 trong 
các cơ sở động vật tại Trung tâm Bệnh động vật 
Plum Island (PIADC) theo một quy trình đã được 
Ủy ban Chăm sóc và sử dụng động vật phê duyệt.

Kiểu hình độc lực của ASFV-G-ΔMGF được 
đánh giá tương quan với kiểu hình độc lực của 
ASFV-G, virus bố mẹ của nó, trên lợn giống thương 
mại nặng 80 đến 90 pound. Năm con lợn được 
tiêm bắp (i.m) với 102  hoặc 104  HAD50 ASFV-
G-ΔMGF hoặc ASFV-G. Các dấu hiệu lâm sàng 
(chán ăn, trầm cảm, sốt, da tím nhợt, dáng đi loạng 
choạng, tiêu chảy và ho) và sự thay đổi nhiệt độ cơ 
thể được ghi lại hàng ngày trong suốt thí nghiệm.

Để đánh giá hiệu quả bảo vệ của ASFV-G-ΔMGF, 
ở 28 ngày sau khi gây nhiễm, các con lợn bị nhiễm 
ASFV-G-ΔMGF được công cường độc bằng cách 
tiêm bắp ASFV-G với liều 103 HAD50. Các dấu hiệu 
lâm sàng (như mô tả ở trên) và sự thay đổi nhiệt độ 
cơ thể được ghi lại hàng ngày trong suốt thí nghiệm.

2.7. Phát hiện kháng thể kháng ASFV

Các kháng thể kháng ASFV trong huyết thanh 
của động vật bị nhiễm bệnh đã được định lượng theo 
quy trình nội bộ của phòng thí nghiệm. Tế bào Vero 
đã được gây nhiễm (MOI = 0,1) ASFV chủng Georgia 
thích nghi trên tế bào Vero (22) trong đĩa 96 giếng. Các 
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dung dịch huyết thanh pha loãng bậc hai được ủ trong 
1 giờ ở 37°C trong đĩa 96 giếng đã được phủ một lớp tế 
bào nhiễm ASFV. Sau khi rửa, sự hiện diện của kháng 
thể kháng ASFV được phát hiện bằng cách sử dụng 
globulin miễn dịch chuột kháng lợn gắn peroxidase 
thương mại và chất nền peroxidase (Phòng thí nghiệm 
Vector, Burlingame, CA). Chuẩn độ được biểu thị bằng 
log10 nghịch đảo của độ pha loãng huyết thanh cao nhất 
cho thấy có phản ứng với các tế bào bị nhiễm.

III. KẾT QUẢ
Tương đồng amino acid của các protein giả 

định được mã hóa bởi ORFs MGF360-12L, -13L 
và -14L và MGF505-1R, -2R và -3R. Các protein 
giả định được mã hóa bởi ORF MGF360-12L, 
-13L và -14L và MGF505-1R, -2R và -3R của 
ASFV-G được so sánh giữa các chủng ASFV có 
nguồn gốc địa lý và thời gian khác nhau (bảng 
1 và hình 2).

Bảng 1. Tương đồng amino acid của các protein giả định được mã hóa bởi ORFs 
MGF360-12L, -13L và -14L và MGF505-1R, -2R và -3R của các chủng ASFV so với ASFV-G

Chủng Mã 
GenBank 

Nguồn gốc 
địa lý Vật chủ

Năm 
phân 
lập

Độc 
lực

MGF360 ORF 
identity

MGF505 ORF 
identity

12L 13L 14L 1R 2R 3R

Tengani 62 AY261364 Malawi Lợn 1962 Cao 0,994 0,951 0,966 0,979 0,952 0,964

Mkuzi AY261362 Nam Phi Ve 1979
Không 
xác 
định

0,957 0,960 0,988 0,915 0,988 0,935

Warmbaths AY261365 Nam Phi Ve 1987
Không 
xác 
định

0,962 0,929 0,932 0,907 0,948 0,953

Benin 97/1 AM712239 Benin Lơn 1997 Cao 0,928 0,957 0,988 0,902 0,990 0,925
E75 FN557520 Tây Ban Nha Lợn 1975 Cao 0,940a 0,957 0,988 0,902 0,990b 0,925
L60 KM262844 Bồ Đào Nha Lợn 1960 Cao 0,934 0,957 0,988 0,902 0,990 0,925

Warthog AY261366 Namibia Warthog 1980
Không 
xác 
định

0,962 0,937 0,966 0,896 0,933 0,964

Pretor-
isuskop/96/4 AY261363 Nam Phi Ve 1996 Cao 0,965 0,923 0,960 0,883 0,944 0,957

Malawi Lil-20/1 AY261361 Malawi Ve 1983 Cao 0,894 0,870 0,896 0,892 0,899 0,864

Kenya 1950 AY261360 Kenya Lợn 1950 Cao 0,866 0,841 0,899 0,862 0,861 0,834

Hình 2. Sơ đồ biểu hiện vùng gen MGF360 và MGF505 bị xóa của ASFV-G-ΔMGF so với virus tự nhiên 
(A), virus được chuyển sang tế bào (B), và virus tái tổ hợp (C). Mũi tên màu ghi và đứt đoạn đại diện một 
phần và toàn bộ gen bị xóa.
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 Bất chấp những khác biệt, mức độ bảo tồn cao 
đã được quan sát thấy giữa các ORF này. Mức độ 
tương đồng từ 84% trở lên được quan sát thấy trong 
số các ORF này, với mức độ tương đồng thấp nhất 
được quan sát thấy với chủng của Kenya phân lập 
được vào năm 1950. Các chủng thực địa này được 
coi là chủng độc lực đối với lợn nhà, ngoại trừ các 
chủng thực địa Mkuzi, Warmbaths và Warthog, khả 
năng gây bệnh của những chủng này chưa được 
biết. Ngược lại, so sánh vùng gen biến đổi bên trái 
của chủng không độc lực ASFV phân lập từ thực địa 
OURT88/3 và NHV với vùng gen này của ASFV-G 
đã cho thấy đoạn bị xóa bao gồm các thành viên 
khác nhau của MGF360 và MGF505 ORF, bao gồm 
MGF360-12L, -13L, và -14L và MGF505 -1R, -2R 
và -3R, như vậy các họ gen này có thể đóng vai trò 
trong khả năng gây bệnh của ASFV.

3.1. Sự phát triển của ASFV-G-ΔMGF đột 
biến xóa

ASFV-G-ΔMGF được tạo dựng từ chủng 
ASFV Georgia 2007 có khả năng gây bệnh cao 
(ASFV-G). Vùng gen 7.558 bp (giữa các vị trí 
nucleotide 27928 và 35487) đã bị xóa khỏi virus 
ASFV-G và được thay thế bằng một dải chứa gen 
chỉ thị p72GUS bằng cách tái tổ hợp tương đồng 
(xem phần Vật liệu và phương pháp). Kết quả là 
virus tái tổ hợp có đoạn gen bị xóa bao gồm một 
nửa của gen MGF505-1R ở đầu carboxyl và xóa 
bỏ hoàn toàn các gen MGF360-12L, -13L và -14L 
và gen MGF505-2R cùng với sự xóa bỏ một nửa 
gen MGF505-3R ở đầu amin (hình 1).Virus tái tổ 
hợp thu được sau tám lần thanh lọc mảng bám liên 
tiếp trên các đơn lớp tế bào nuôi cấy đại thực bào 
lợn sơ cấp. Toàn bộ virus thu được từ vòng tinh 
sạch mảng bám cuối cùng được khuếch đại trong 
tế bào nuôi cấy đại thực bào lợn sơ cấp để thu 
được nguồn dự trữ virus.

Để chắc chắn không có mặt ASFV-G bố mẹ, 
ADN của virus đã được chiết tách từ virus dự trữ 
và phân tích bằng PCR sử dụng các đoạn mồi nhắm 
vào các gen p72 (B646L), MGF và β-GUS. Chỉ 
amplicon (một đoạn ADN hoặc ARN) cho gen p72 
(B646L) và β-GUS được phát hiện trong ADN chiết 
tácht từ virus dự trữ; không có amplicon nào được 
tạo ra với các đoạn mồi nhắm vào gen MGF505-
1R (hình 3), cho thấy không có sự ô nhiễm của 
ASFV-G trong ASFV-G-ΔMGF dự trữ.

Hình 3.  Phân tích PCR các ASFV-G-ΔMGF dự 
trữ bằng cách sử dụng các đoạn mồi đặc hiệu với 
các gen MGF360, MGF505, p72 (B646L) hoặc 
β-GUS. + control: ADN của ASFV-G để phát hiện 
gen MGF360, MGF505, p72 và plasmid tái tổ hợp 
p72GUSΔMGF để phát hiện gen β-GUS.

3.2. Phân tích tương quan giữa trình tự bộ 
gen ASFV-G-ΔMGF với trình tự bộ gen 
ASFV-G

Để đánh giá độ chính xác của việc chỉnh sửa 
gen và tính toàn vẹn của bộ gen của virus tái tổ 
hợp, trình tự bộ gen đầy đủ của ASFV-G-ΔMGF 
và các chủng ASFV-G được giải trình tự bằng cách 
sử dụng NGS và Ion Torrent Personal Genome 
Machine (PGM) và so sánh. So sánh bộ gen có độ 
dài đầy đủ giữa ASFV-G bố mẹ và ASFV Georgia 
2007/1 (Mã GenBank FR682468) (3) đã thu được 
các kết quả sau: sự hiện diện của hai nucleotide 
chèn vào (một nucleotide T và một nucleotide A 
ở vị trí nucleotide 430 và 441, lần lượt) trong một 
đoạn không mã hóa ở đầu 5′ của bộ gen virus; đột 
biến lệch khung kép (mất đoạn TT và chèn T ở 
vị trí nucleotide 1.602 và 1.620, tương ứng) ảnh 
hưởng đến gen MGF360-1L; một đột biến lặn (ở 
vị trí nucleotide 97.321) trong ORF B438L; thay 
thế Ala thành Pro ở vị trí 85 trong ORF E199L; và 
chèn một nucleotide (ở vị trí nucleotide 183.303) 
trong một đoạn không mã hóa ở đầu 3′ của bộ 
gen (22). So sánh bộ gen đầy đủ giữa ASFV-G-
ΔMGF và ASFV-G cha mẹ cho thấy sự mất đoạn 
nucleotide (7.558 bp) tương ứng với sự thay đổi 
được trình bày ở trên. Ngoài ra, trình tự đồng 
thuận của bộ gen ASFV-G-ΔMGF cho thấy có sự 
chèn 2.324 nucleotide tương ứng với trình tự dải 
p72GUS. Bên cạnh việc chèn dải p72GUS, không 
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có thêm sự khác biệt nào được quan sát thấy giữa 
bộ gen ASFV-G-ΔMGF và ASFV-G, như vậy có 
thể khẳng định rằng virus ASFV-G-ΔMGF không 
xảy ra đột biến ngoài dự kiến trong quá trình tái 
tổ hợp tương đồng và thanh lọc mảng bám/tế bào.

3.3. Sự nhân lên của ASFV-G-ΔMGF trong 
đại thực bào lợn sơ cấp

Các gen MGF nằm trong vùng biến đổi bên trái 
trong bộ gen ASFV đã được mô tả là có liên quan 
đến quá trình sao chép của ASFV ở đại thực bào 
lợn (22, 26, 27). Các đặc điểm tăng trưởng in vitro 
của ASFV-G-ΔMGF được đánh giá trong quá trình 
nuôi cấy tế bào đại thực bào lợn sơ cấp, tế bào sơ 
cấp được ASFV nhắm tới trong quá trình lây nhiễm 
ở lợn và được so sánh với các đặc điểm của giống 
ASFV-G bố mẹ trong phân tích đường cong tăng 
trưởng nhiều bước. Nuôi cấy tế bào bị nhiễm các 
virus này ở MOI là 0,1 hoặc 0,01; và các mẫu được 
thu thập ở 2, 24, 48, 72 và 96 giờ sau gây nhiễm 
(hpi). ASFV-G-ΔMGF hiển thị động năng phát 
triển tương tự như động năng của virus ASFV-G cha 
mẹ (hình 4). Do đó, việc xóa các gen MGF360 và 

MGF505 trong ASFV-G-ΔMGF không ảnh hưởng 
đáng kể đến khả năng nhân lên của virus trong các 
mẫu nuôi cấy đại thực bào lợn sơ cấp.

Hình 4. Sự tăng trưởng động năng trong ống nghiệm 
của ASFV-G-ΔMGF và ASFV-G bố mẹ. Nuôi cấy tế 
bào đại thực bào lợn sơ cấp đã bị nhiễm (MOI = 
0,1 hoặc 0,01) virus ASFV-G-ΔMGF hoặc ASFV-G 
cha mẹ, và hàm lượng virus được chuẩn độ trong 
nuôi cấy tế bào đại thực bào lợn sơ cấp thu được 
vào thời điểm xác định sau khi gây nhiễm. Dữ liệu 
thể hiện giá trị trung bình và độ lệch chuẩn của các 
kết quả từ hai thí nghiệm độc lập. Độ nhạy phát 
hiện virus, ≥log10 1,8 HAD50/ml.

Bảng 2. Khả năng sống sót và phản ứng sốt sau khi gây nhiễm cho lợn qua đường 
tiêm bắp với các liều ASFV-G-ΔMGF và ASFV-G khác nhau

Liều lượng 
(HAD50)  và chủng 

virus

Số sống/tổng 
số (con)

Thời gian chết 
trung bình 
(ngày ± SD)

Dữ liệu về sốt

Ngày sốt sau 
tiêm (ngày ± SD)

Khoảng thời gian sốt 
(số ngày ± SD)

Nhiệt độ tối đa 
trong ngày 
 (°F ± SD)

102

ASFV-G 0/5 9,2 (0,45) 7,2 (0,84) 2 (0,71) 106,4 (0,67)

ASFV-G-ΔMGF 10/10 —a — — 102,2 (0,29)

104

ASFV-G 0/5 7,4 (0,55) 3,6 (0,89) 3,8 (1,1) 106,9 (0,51)

ASFV-G-ΔMGF 10/10 — — — 102,7 (0,81)

Ghi chú: a: lợn không bị chết hoặc không có biểu hiện sốt trong suốt thời gian theo dõi.

3.4. Đánh giá độc lực của ASFV-G-ΔMGF ở 
lợn

Để đánh giá ảnh hưởng của việc xóa bỏ các gen 
MGF360 và MGF505 đối với độc lực của ASFV-G-
ΔMGF, bốn nhóm lợn từ 80 đến 90 pound đã được 
tiêm bắp huyễn dịch virus ASFV-G-ΔMGF (n = 10) 
hoặc ASFV-G (n = 5) với liều 102 hoặc 104 HAD50. 
Đúng như dự đoán, lợn bị nhiễm 104 HAD50 của 
ASFV-G có biểu hiện tăng nhiệt độ cơ thể (> 

104°F) từ 3 đến 4 ngày sau khi gây nhiễm, sau đó 
xuất hiện các dấu hiệu lâm sàng liên quan đến bệnh, 
bao gồm chán ăn, trầm cảm, da đổi màu tím tái, đi 
loạng choạng và tiêu chảy (bảng 2). Các dấu hiệu 
của bệnh tăng dần theo thời gian, và động vật chết 
hoặc được giết bỏ trong 7 đến 8 ngày sau khi gây 
nhiễm. Động vật bị nhiễm 102 HAD50 của ASFV-G 
cũng mắc bệnh tương tự, với sự khác biệt là thời 
gian khởi phát các dấu hiệu lâm sàng và thời gian 
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chết chậm hơn từ 3 đến 4 ngày so với những lợn bị 
nhiễm 104 HAD50. Ngược lại, những con lợn được 
gây nhiễm bằng tiêm bắp với 102 hoặc 104 HAD50  
ASFV-G-ΔMGF không có bất kỳ dấu hiệu lâm 

sàng nào của bệnh trong suốt thời gian theo dõi (21 
ngày). Do đó, xóa bỏ MGF360-12L, -13L và -14L 
và MGF505-1R, -2R và -3R làm suy giảm hoàn 
toàn độc lực của ASFV-G.

Hình 5. Hàm lượng virus trong các mẫu máu thu 
được từ những con lợn được tiêm bắp bằng ASFV-G 
liều 102 (A) hoặc 104 (B) HAD50. Giá trị được biểu 
hiện dạng log10 HAD50/ml. Độ nhạy phát hiện virus 
là ≥log10 1,8 HAD50/ml.

Hình 6. Hàm lượng virus trong các mẫu máu thu 
được từ những con lợn được tiêm bắp bằng ASFV-G-
ΔMGF liều 102 (A) hoặc 104 (B) HAD50. Giá trị được 
biểu hiện dạng log10 HAD50/ml. Độ nhạy phát hiện 
virus là ≥log10 1,8 HAD50/ml.

Hàm lượng virus trong máu lợn thí nghiệm được 
định lượng ở các ngày khác nhau sau khi gây nhiễm 
vào môi trường nuôi cấy tế bào đại thực bào lợn. Đúng 
như dự đoán, những con lợn được tiêm ASFV-G cha 
mẹ liều 102 hoặc 104 HAD50 có nồng độ virus trong 
máu rất cao cho đến ngày chúng chết (hình 5). Trong 
cả hai nhóm, hiệu giá virus huyết đạt giá trị cao (từ 
107 đến 108 HAD50/ml) ở thời điểm tử vong. Ngược 
lại, các lợn được tiêm ASFV-G-ΔMGF liều 102 hoặc 
104 HAD50   có hiệu giá virus trong máu tương đối 
thấp so với các lợn được tiêm ASFV-G. Những con 
lợn được tiêm ASFV-G-ΔMGF liều 102 HAD50 đã cho 
biểu hiện kiểu hiệu giá virus trong máu không đồng 
nhất. Ba con lợn thể hiện mức có thể phát hiện (độ 
nhạy thử nghiệm của chúng tôi là ≥101,8 HAD50/ml), 

sáu con khác có giá trị hiệu giá trung bình (102 đến 
104 HAD50/ml) và chỉ một con có hiệu giá virus huyết 
đạt 105 HAD50/ml (hình 6A). Hầu hết tất cả lợn thí 
nghiệm đều cho kết quả âm tính (≤101,8 HAD50/ml)
ở 28 ngày sau công cường độc (28 dpi). Các động vật 
được tiêm ASFV-G-ΔMGF liều 104 HAD50/ml có biểu 
hiện kiểu nhiễm virus cũng không đồng nhất, mặc dù 
nhìn chung, chúng có giá trị virus trong máu cao hơn 
so với những con được tiêm 102 HAD50. Trong nhóm 
này, 4 trong số 10 con lợn có giá trị virus huyết lớn 
hơn 104 HAD50/ml ít nhất tại một số điểm mẫu, trong 
khi 6 con khác biểu hiện hiệu giá virus huyết cao nhất 
thỉnh thoảng đạt đến 103 đến 104 HAD50/ml (hình 6B). 
Tại thời điểm thử thách, sáu trong số những con lợn 
này không thể phát hiện được có virus có trong máu, 
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trong khi bốn con khác trong nhóm có hiệu giá virus 
trong máu lên đến 102 đến 103 HAD50/ml. Nhìn chung, 
các lợn bị nhiễm ASFV-G-ΔMGF có xu hướng biểu 
hiện nồng độ virus trong máu thấp hơn nhưng biểu 
hiện nhiễm virus trong máu kéo dài so với các động 
vật được tiêm ASFV-G bố mẹ.

3.5. Lợn được gây nhiễm virus ASFV-G-
ΔMGF được bảo vệ khi công cường độc bằng 
virus bố mẹ có độc lực cao

Để đánh giá ảnh hưởng của việc tiêm ASFV-G-
ΔMGF đối với khả năng bảo vệ lợn tiêm khi công 
cường độc với virus bố mẹ độc lực cao, những con 
lợn đã tiêm ASFV-G-ΔMGF đã được công cường độc 
với ASFV-G bố mẹ. Lợn được chia thành 2 nhóm, 
một nhóm những con được tiêm bắp với ASFV-G-
ΔMGF 102  HAD50và nhóm còn lại là những con 
được tiêm bắp ASFV-G-ΔMGF104 HAD50, sau 28 
ngày tiêm, lợn ở cả hai nhóm được công cường độc 
bằng ASFV-G cha mẹ liều 103 HAD50. Các dấu hiệu 

lâm sàng và sự thay đổi nhiệt độ cơ thể của các lợn 
thí nghiệm được theo dõi hàng ngày.

Năm con lợn khỏe, sạch bệnh đã được tiêm với 
ASFV-G cha mẹ bằng đường tiêm và liều lượng tương 
tự để làm nhóm đối chứng. Những con lợn này có các 
dấu hiệu liên quan đến ASF sau 5 ngày tiêm (day post 
challenge - dpc), với các dấu hiệu tiến triển thành các 
biểu hiện bệnh nặng hơn trong những ngày tiếp theo và 
tất cả các con lợn chết hoặc bị giết chết trong khoảng 
8 dpc. Tất cả các lợn được tiêm ASFV-G-ΔMGF liều 
102 hoặc 104 HAD50 đều sống sót sau thử thách với 
virus bố mẹ độc lực cao. Nhìn chung, tất cả những 
con lợn này vẫn bình thường về mặt lâm sàng trong 
suốt thời gian quan sát (21 ngày), ngoại trừ một số con 
có biểu hiện tăng thân nhiệt vừa phải nhất thời trong 
vòng một ngày (bảng 3). Như vậy, gây nhiễm bằng 
ASFV-G-ΔMGF liều 102 hoặc 104 HAD50 có hiệu quả 
bảo vệ lợn khi công cường độc bằng virus ASFV-G bố 
mẹ độc lực cao, lợn không chết và không có biểu hiện 
lâm sàng của bệnh. 

Bảng 3. Khả năng sống của lợn và phản ứng sốt của lợn được tiêm bắp với ASFV-G-
ΔMGF liều 102 hoặc 104 HAD50và được thử thách sau 28 ngày tiêm bằng cách tiêm bắp 

ASFV-Ga bố mẹ liều 103 HAD50

Thử nghiệm Số sống/tổng 
số tiêm (con) 

Thời gian chết sau 
tiêm (số ngày ± SD)

Số liệu về sốtb

Ngày sốt sau tiêm 
(số ngày ± SD) t

Thời gian bị sốt 
(số ngày ± SD) 

Thân nhiệt cao nhất 
trong ngày (°F ± SD)

102 HAD50 10/10 —c 7,5 (1,74)d 1 (0) 103,5 (1,04)

104 HAD50 10/10 — 7,5 (4,42)e 1 (0) 103,7 (1,10)

Chứng âm 0/5 8,2 (1,1) 5,20 (1,31) 3,0 (0,70) 106,5 (0,46)

Ghi chú: a: Số liệu thể hiện giá trị trung vị và độ lệch chuẩn; b:Nhiệt độ trực tràng trên 104°F; c: lợn 
không chết hoặc chúng không biểu hiện sốt trong suốt thời gian quan sát; d: 3 trong số 10 con lợn biểu 
hiện sốt: 1 con sốt 105,1°F ở 4 dpi và 2 con sốt 104,2°F và 105,5°F ở 7 dpi; e: 4 trong 10 con lợn có biểu 
hiện sốt 1 con lợn sốt 105,8°F  ở 4 dpi, 2 con lợn sốt 104,8°F và 105,6°F ở 6 dpi và 1 con bị sốt 104,2°F 
ở 14 dpi.

Biểu hiện hiệu giá virus trong máu lợn thu 
được khi thử thách là một chỉ số thể hiện hiệu 
lực bảo vệ của miễn dịch được tạo ra bởi ASFV-
G-ΔMGF. Sự hiện diện của virus trong máu sau 
khi công cường độc được phát hiện (ở các mức 
độ khác nhau) ở 8/10 con lợn trong cả hai nhóm 
(dữ liệu không được hiển thị). Loại virus có trong 
các mẫu máu đó được xác định bằng PCR thông 
thường, sử dụng các đoạn mồi đặc hiệu cho gen 
β-GUS và cho gen MGF-1R làm chỉ thị cho sự 

hiện diện của ASFV-G-ΔMGF và ASFV-G, tương 
ứng. Thời điểm kiểm tra được chọn dựa trên hiệu 
giá cao nhất cho mỗi con lợn. Trong số 10 con 
lợn thuộc nhóm được tiêm ASFV-G-ΔMGF liều 
102 HAD50, 1 con không có biểu hiện nhiễm virus 
hoặc PCR dương tính. Một con lợn khác có hiệu 
giá rất thấp mà không phát hiện được bằng PCR. 
Trong số 8 con lợn còn lại, 5 con dương tính với 
ASFV-G-ΔMGF nhưng âm tính với ASFV-G, 
trong khi 3 con còn lại dương tính với sự hiện diện 
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của cả hai loại virus (bảng 4). Đối với những con 
lợn được tiêm ASFV-G-ΔMGF liều 104 HAD50, 
sáu con trong số chúng có ASFV-G-ΔMGF trong 
mẫu máu nhưng âm tính với ASFV-G, trong khi 
bốn con còn lại dương tính với cả hai loại virus 
(bảng 4). Do đó, mặc dù đã đạt được sự bảo vệ 
hoàn toàn đối với dạng lâm sàng của bệnh, nhưng 
khoảng 30% đến 40% số lợn được tiêm ASFV-

G-ΔMGF vẫn mang virus bố mẹ. Điều thú vị là 
hầu hết các lợn có biểu hiện tăng nhiệt độ cơ thể 
nhẹ đều là những con vật có chứa virus thử thách 
trong máu của chúng. Hơn nữa, liên quan đến sự 
hiện diện của virus ASFV-G hoặc sốt nhẹ, tất cả 
các lợn thí nghiệm đều cho thấy mức độ cao của 
kháng thể kháng ASFV lưu hành tại thời điểm 
thử thách.

Bảng 4. Virus huyết, virus được phát hiện trong máu, đáp ứng kháng thể, và sốt ở lợn 
được nhiễm với ASFV-G-ΔMGF và thử thách với ASFV-G bố mẹ

ASFV-G-ΔMGF HAD50/
thời gian thử thách 

cho lợn được chỉ định 

Virus huyết 
(log10 HAD50/ml)a

Phát hiện virus trong 
máu (PCR) Hàm lượng háng 

thể kháng ASFV 
(log10)b

Sốtc

ASFV-G-
ΔMGF ASFV-G

102/28 dpi
41748 2,05 + + 3,81 Không

41749 2,55 + + 3,51 Có

41750 4,55 + + 2,9 Có

41751 ≤1,8 + − 3,68 Không

41752 ≤1,8 + − 3,81 Không

41753 2,97 + − 3,81 Có

41754 2,47 + − 3,81 Không

41755 2,47 − − 3,81 Không

41756 2,47 + − 3,81 Không

41757 ≤1,8 − − 3,68 Không

104/28 dpi
41758 2,97 + + 3,81 Có

41759 6,12 + + 3,68 Có

41760 ≤1,8 + − 3,68 Không

41761 ≤1,8 + − 3,81 Không

41762 3,47 + − 3,81 Không

41763 ≤1,8 + − 3,68 Không

41764 5,55 + + 3,08 Có

41765 3,3 + − 3,81 Không

41766 3,55 + − 3,81 Không

41767 4,55 + + 3,81 Có

Ghi chú: a:Virus huyết đã được kiểm tra ở 4 hoặc 7 dpc; chỉ hàm lượng cao nhất được phát hiện được 
thể hiện. Độ nhạy phát hiện là ≥log101,8 HAD50/ml. b: Hàm lượng kháng thể trong huyết thanh (ở 28 dpi) 
được biểu hiện dạng log10 của nghịch đảo độ pha loãng cao nhất ở đó cho kết quả dương tính. c: Các lợn 
có nhiệt độ trực tràng tăng tạm thời ở trên 104°F.

IV. THẢO LUẬN
Gây nhiễm bằng các chủng ASFV sống giảm độc 

lực là phương pháp duy nhất hiện có để bảo vệ lợn 
hiệu quả trước sự thách thức với các chủng có độc 

lực tương đồng. Các virus giảm độc lực này đã được 
phát triển bằng cách chuyển đoạn tuần tự trong nuôi 
cấy tế bào (8, 23–25) hoặc bằng thao tác di truyền. 
Các virus giảm độc lực thu được bằng thao tác di 
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truyền liên quan đến việc xóa các gen đặc hiệu bằng 
quá trình tái tổ hợp tương đồng (9–12, 36). Các virus 
đột biến tái tổ hợp bằng xóa gen được tạo ra đã bị 
giảm đáng kể độc lực ở lợn, và trong mọi trường hợp, 
lợn được gây nhiễm bằng một trong số các loại virus 
biến đổi gen này đều sống sót sau khi bị nhiễm virus 
độc lực tương ứng (9–12, 36). Những phát hiện đó 
cho thấy rằng sự phát triển của virus tái tổ hợp ASFV 
giảm độc lực bằng các thao tác di truyền của một gen 
(một số gen) đặc hiệu là một cách tiếp cận hiệu quả 
để phát triển vacxin.

Các gen MGF360 và MGF505 tồn tại trong vùng 
biến đổi cao ở tận cùng bên trái của bộ gen ASFV và 
là mối quan tâm của các nghiên cứu kể từ khi một 
số chủng phân lập trong thực địa bị giảm độc lực tự 
nhiên như OURT 88/3 hoặc NHV (37), hoặc chủng 
làm yếu, thích nghi nuôi cấy tế bào  như chủng BA71v   
(15, 19–21) hay ASFV-G/V110 (22), có hiện diện các 
loại bỏ tương tự trong khu vực này bao gồm các thành 
viên của cả hai nhóm MGF (hình 2). Chẳng hạn như: 
ASFV-G/V110 thiếu MGF360-13L và -14L cùng 
với MGF505-2R, -3R, -4R và -5R; NHV và OURT 
88/3 cùng có các loại xóa giống nhau ảnh hưởng đến 
MGF360-10L, -11L, -12L, -13L và -14L cùng với 
MGF505-1R và -2R; và BA71v có các vùng xóa bao 
gồm MGF360-9L, -10L, -11L, -12L, -13L và 14L 
cùng với MGF505-1R. Mặc dù tất cả các virus giảm 
độc lực này đều bị xóa ở vùng biến đổi bên trái của bộ 
gen bao gồm các thành viên MGF360 và MGF505, 
cho đến nay mối quan hệ nguyên nhân - kết quả trực 
tiếp giữa giảm độc lực và xóa gen MGF vẫn chưa 
được chứng minh.

Vai trò của MGF360 và MGF505 trong việc xác 
định phạm vi vật chủ của ASFV đã được nghiên cứu 
tốt hơn. Ví dụ: người ta đã chứng minh được rằng việc 
xóa bỏ MGF360-12L, -13L và -14L khỏi bộ gen của 
chủng ASFV Pretoriuskop/96/4 làm giảm khả năng tái 
tạo của virus trong bọ ve (28). Quan trọng hơn, việc 
khôi phục các MGF đặc hiệu (MF360-9L, -10L và 
-11L cùng với MGF505-1R hoặc MF360-12L, -13L 
và -14L) trong BA71v đã thích ứng với tế bào Vero 
phục hồi một phần khả năng sao chép của virus trong 
đại thực bào lợn (27). Ngược lại, việc xóa bỏ MF360-
9L, -10L, -11L, -12L, -13L và -14L cùng với các gen 
MGF505-1R và -2R làm giảm đáng kể khả năng sao 
chép của chủng ASFV Pretoriuskop/96/4 trong đại 
thực bào lợn (27). Ngoài ra, việc xóa bỏ này làm mất 

khả năng của virus Pretoriuskop/96/4 trong việc ức 
chế sự biểu hiện IFN loại I trong các đại thực bào ở 
lợn bị nhiễm bệnh thường được quan sát thấy trong 
các trường hợp nhiễm virus bố mẹ (29).

Sản phẩm gen ASFV NL (DP71L) tồn tại ở hai 
dạng khác nhau, dạng dài (184 amino acid) hoặc dạng 
ngắn (70 - 72 amino acid), tùy thuộc vào dòng ASFV 
phân lập (11). Việc xóa gen này ở chủng ASFV E70 
(dạng ngắn) tạo ra virus giảm độc lực, trong khi việc 
xóa gen NL (DP71L) khỏi ASFV Malawi Lil-20/1 
(dạng dài) hoặc Pretoriuskop/96/4 (dạng ngắn) đã 
không dẫn đến sự suy giảm virus (30). Điều thú vị là 
khi bộ gen của virus tái tổ hợp độc lực Malawi Lil-
20/1-ΔNL (30) đã được biến đổi gen để tạo ra sự xóa 
bỏ các gen MGF360 và MGF505 tương tự như sự 
xóa bỏ được giới thiệu trong ASFV-G tạo ra ASFV-
G-ΔMGF, virus được tạo ra cho thấy kiểu hình giảm 
độc lực ở lợn (31). Như các tác giả đã nêu, việc xóa 
các gen MGF này khỏi Malawi Lil-20/1-ΔNL đã 
bổ sung chức năng gen NL. Từ kết quả nghiên cứu 
đó, không thể phân biệt được liệu việc xóa các gen 
MGF360 và MGF505 khỏi chủng Malawi Lil-20/1 
độc lực có làm suy giảm virus hay không. Ngoài ra, 
chủng ASFV Malawi Lil-20/1 thiếu gen NL và gen 
MGF theo báo cáo của Neilan et al. (31) không được 
thử nghiệm như một vacxin thử nghiệm để đánh giá 
hiệu quả bảo vệ do virus tái tổ hợp tạo ra chống lại 
thách thức với ASFV độc lực.

Tóm lại, chúng tôi báo cáo ở đây bằng chứng đầu 
tiên cho thấy việc xóa các thành viên của họ đa gen 
MGF360 và MGF505 có thể làm suy giảm sự phân 
lập ASFV độc lực cao. Ngoài ra, dữ liệu ASFV-G-
ΔMGF là bằng chứng thực nghiệm duy nhất cho đến 
nay về chất kích thích sinh miễn dịch có thể tạo ra 
sự bảo vệ chống lại thách thức với chủng phân lập 
ASFV-G độc lực cao. Chắc chắn, việc sử dụng virus 
biến đổi gen làm vacxin sống giảm độc lực có thể 
gây rủi ro về an toàn. Ví dụ, cần phải đánh giá tác 
động lâu dài của sự phát triển của bệnh mạn tính như 
là hậu quả của việc lây nhiễm ASFV tái tổ hợp bị suy 
giảm độc lực cho động vật. Ngoài ra, phản ứng lâu 
dài của động vật được bảo vệ trước thách thức với 
virus độc hại cũng cần được giải quyết. Ở đây, chúng 
tôi đã quan sát thấy rằng một tỷ lệ các lợn bị thách 
thức, mặc dù được bảo vệ, nhưng lại chứa virus độc 
hại kiểu hoang dã. Ảnh hưởng lâu dài của tình trạng 
này không được biết đến.
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