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TÓM TẮT
Năm 2021, Viện Thú y đã phát triển thành công phương pháp xác định nhanh nhóm huyết thanh học 

của virus dịch tả lợn châu Phi (DTLCP) dựa trên trình tự gen EP402R mã hoá protein CD2v. Kết quả 
nghiên cứu đã được công bố trên một tạp chí khoa học quốc tế chuyên ngành Thú y. Trong nghiên cứu 
này, chúng tôi tiến hành ứng dụng phương pháp xác định nhanh dựa trên trình tự 90 nucleotide của gen 
EP402R mã hoá protein CD2v đã được chúng tôi công bố trước đây để xác định kiểu nhóm huyết thanh 
học của các chủng virus DTLCP phân lập tại 7 vùng sinh thái nông nghiệp tại Việt Nam. Kết quả nghiên 
cứu cho thấy chúng tôi đã thành công trong việc ứng dụng phương pháp nhận dạng nhanh nhóm huyết 
thanh học của virus DTLCP dựa trên trình tự gen đoạn 90 nucleotide của gen EP402R mã hoá protein 
CD2v tại 7 vùng sinh thái nông nghiệp của Việt Nam. Phương pháp xác định nhanh dựa trên trình tự 90 
nucleotide của gen EP402R có sự tương đồng cao khi so sánh với phương pháp trước đó bằng cách phân 
tích đoạn gen dài 816 nucleotide của gen EP402R và các chủng tham chiếu đã được khẳng định kiểu nhóm 
huyết thanh khi sử dụng phương pháp HAI (haemadsorption inhibition assay).

Từ khoá: DTLCP, kiểu nhóm huyết thanh, PCR, giải trình tự gen, Việt Nam.

Applying rapid identification method for serotyping of African swine fever 
virus isolated in Viet Nam
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SUMMARY
In 2021, NIVR has succeeded in the development of new method for rapid identification of ASFV 

serotypes based on EP402R gene sequence encoding CD2v protein. The studied results have been 
published in an international veterinary journal. In this study, we applied the rapid identification 
method based on the sequence 90-nucleotide of EP402R gene encoding CD2v protein which was 
published previously for determining successfully 8 serological groups of ASFV that isolated at 
7 agro-ecological zones in Viet Nam. The phylogenetic analysis of the short fragment sequence 
(90-nucleotides) of the EP402R gene showed that there was the high similarity level when comparison 
with the previous method using a long fragment (816-nucleotides) of this gene and the well-known 
serotype references based on haemadsorption inhibition (HAI) assay.

Keywords: ASF, serotype, PCR, sequencing, Viet Nam.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Bệnh DTLCP là bệnh truyền nhiễm nguy hiểm 

do virus chỉ gây bệnh ở lợn nuôi và lợn rừng; không 
gây bệnh cho các loài động vật khác, lợn bệnh

có khả năng chết lên đến 100% [6]; bệnh lây lan 
nhanh, gây thiệt hại lớn; không lây nhiễm và gây 
bệnh ở người; virus có sức đề kháng cao, tồn tại lâu 
ở ngoài môi trường và trong các sản phẩm của lợn; 
bệnh lây lan trực tiếp từ lợn bệnh sang lợn chưa mắc 
bệnh, sản phẩm lợn mang mầm bệnh, hoặc gián tiếp 
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qua các loài vật chủ trung gian mang mầm bệnh (ve, 
mòng, côn trùng, gặm nhấm, chim di cư,..) [18], các 
phương tiện vận chuyển, thức ăn chăn nuôi, dụng cụ 
chăn nuôi, nước uống và cả yếu tố con người [5, 6, 
17, 18]. Hiện nay trên thế giới chưa có vacxin phòng 
bệnh, cũng như chưa có thuốc điều trị bệnh. Từ tháng 
2/2019, bệnh DTLCP đã xuất hiện và lây lan trên 
phạm vi cả nước, gây thiệt hại rất lớn [13, 15]. Đến 
tháng 12 năm 2019, bệnh đã xảy ra tại 8.553 xã thuộc 
667 huyện của 63 tỉnh, thành phố với tổng số lợn tiêu 
hủy gần 6 triệu con; tổng trọng lượng tiêu hủy trên 
340.000 tấn, chiếm khoảng 9% tổng trọng lượng lợn 
của cả nước.

Trong nghiên cứu trước đây, chúng tôi đã chứng 
minh rằng 140 mẫu bệnh phẩm thu thập trong 
năm 2020 tại 14 tỉnh thành thuộc 7 vùng sinh thái 
nông nghiệp tại Việt Nam thuộc nhóm genotype II, 
serotype 8 và vùng IGR nằm giữa gen I73R và I329L 
được xếp phân loại là vùng IGR II, có trình tự gồm 
10 nucleotide “GGAATATATA” lặp lại 3 lần, và có 
độ tương đồng 100% với các chủng gây bệnh trên lợn 
nhà tại Trung Quốc năm 2018 [7]. Toàn bộ trình tự 
nucleotide của 140 chủng virus DTLCP thu thập từ 
14 tỉnh thành thuộc 7 vùng sinh thái nông nghiệp đã 
được đăng tải trên Ngân hàng dữ liệu GenBank quốc 
tế với mã đăng ký lần lượt là mã số MW824929 đến 
MW825068 cho gen p72, mã số từ MW825069 đến 
MW825208 cho gen CD2v và mã số MW825209 
đến MW825348 cho gen TRS [7].

Hiện nay, có ít nhất 8 nhóm kiểu huyết thanh 
của virus DTLCP được ghi nhận và một số nghiên 
cứu trước đây đã chỉ ra rằng miễn dịch bảo vệ vật 
chủ chống lại virus DTLCP dường như đặc hiệu 
với kiểu huyết thanh và kiểu nhóm huyết thanh 
của virus DTLCP có vai trò quan trọng trong việc 
nghiên cứu và phát triển vacxin phòng bệnh DTCP. 
Hiện nay, có 2 phương pháp xác định kiểu nhóm 
huyết thanh virus DTLCP bao gồm phương pháp 
ngăn trở ngưng kết hồng cầu (HAI) và phương 
pháp PCR khuếch đại vùng gen 816 nucleotide 
của gen EP402R được mô tả bởi Sanna và cs. [11]. 
Nhưng phương pháp xác định kiểu nhóm huyết 
thanh thông qua phương pháp ngăn trở ngưng kết 
hồng cầu (HAI) không thực tế cũng như không hiệu 
quả đối với việc phân nhóm huyết thanh của virus 
DTLCP đang lưu hành tại thực địa, do vậy phương 
pháp PCR kết hợp giải trình tự gen được coi là 

phương pháp đơn giản và hiệu quả để xác định kiểu 
nhóm huyết thanh virus DTLCP [8, 9]. 

Gần đây, nhóm nghiên cứu của chúng tôi đã 
phát triển phương pháp mới  để xác định kiểu nhóm 
huyết thanh virus DTLCP bằng phương pháp PCR 
kết hợp giải trình tự gen đoạn 90 nucleotide nằm 
trên gen EP402R mã hóa cho protein CD2v [12]. 
Kết quả cho thấy có sự tương đồng cao trong phân 
tích kiểu nhóm huyết thanh học dựa trên đoạn trình 
tự ngắn 90 nucleotide khi so với công bố trước đây 
của Sanna và cs. [11]. Trong nghiên cứu này, chúng 
tôi sẽ ứng dụng phương pháp mới này để xác định 
kiểu nhóm huyết thanh virus DTLCP sử dụng cặp 
primer đặc hiệu khuếch đại vùng 90 nucleotide 
kết hợp giải trình tự gen của 140 mẫu bệnh phẩm 
dương tính virus DTLCP thu thập từ 14 tỉnh thuộc 7 
vùng sinh thái nông nghiệp tại Việt Nam.

II. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Thu thập mẫu bệnh phẩm

140 mẫu bệnh phẩm được thu thập từ tháng 1 
năm 2020 đến tháng 11 năm 2020 trong khuôn khổ 
đề tài độc lập cấp Nhà nước: “Nghiên cứu đặc điểm 
dịch tễ học và đề xuất giải pháp phòng, chống bệnh 
Dịch tả lợn châu Phi (ASFV) tại Việt Nam” (Mã số 
đề tài: ĐTĐL.CN-75/1). Mẫu được thu thập với sự 
đồng ý của cơ quan thú y, chủ trang trại. Quá trình 
thu thập mẫu tuân thủ nghiêm ngặt quy trình an toàn 
sinh học theo TCVN 8400-41:2019 và tiêu chuẩn 
OIE [10], không làm phát tán mầm bệnh.

2.2. Phân lập virus

Tế bào đại thực bào của lợn (PAM) được sử dụng 
để phân lập virus DTLCP được lấy từ lợn sạch âm 
tính với virus DTLCP, dịch tả lợn cổ điển, PCV2 và 
PRRS như đã mô tả trước đây [4] và theo khuyến 
nghị của Tổ chức Thú y Thế giới [10]. Tế bào được 
thu và hoàn nguyên trong môi trường Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM, Thermo Fisher, 
Hoa Kỳ) bổ sung streptomycin (Sigma-Aldrich, Hoa 
Kỳ), ampicillin (Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ) và huyết 
thanh bào thai bê 5% (FCS, Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ) 
với nồng độ tế bào cuối cùng của 1 x 106 tế bào/mL. 
Virus DTLCP được phân lập trên đĩa nuôi cấy tế bào 6 
giếng/đĩa (Thermo Fisher, Hoa Kỳ), chứa 2 mL huyễn 
dịch tế bào và 50µL huyễn dịch 10% bệnh phẩm. Đĩa 
phân lập được nuôi cấy trong 3 ngày ở 37oC, và 5% 
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CO2, virus DTLCP thu hoạch bằng cách đóng băng 
và giải đông tan. Sau đó virus được tiếp đời lần 2, sử 
dụng 50 µl huyễn dịch tế bào-virus phân lập lần 1 nuôi 
cấy trong 2ml môi trường tế bào PAM (1 x 106 tế bào/
mL), sau đó được nuôi cấy và thu hoạch như mô tả 
cho lần phân lập đầu tiên.Virus DTLCP tiếp đời lần 3, 
sử dụng 50 µl huyễn dịch tế bào-virus phân lập lần 2 
nuôi cấy trong 2ml môi trường tế bào PAM (1 x 106 
tế bào/mL) ở 37oC và 5% CO2. Sau 24 giờ nuôi cấy 
20µl 1% hồng cầu lợn (RBC) được bổ sung vào giếng 
tiếp đời virus. Kiểm tra khả năng hấp phụ hồng cầu 
(HAD) của các tế bào PAM nhiễm virus DTLCP sau 
5-6 ngày gây nhiễm theo hướng dẫn của Tổ chức Thú 
y Thế giới [10].

2.3. Phương pháp realtime-PCR, PCR nhân 
gen, tinh sạch DNA và giải trình tự gen 

Phương pháp realtime-PCR xác định mẫu 
dương tính virus DTLCP được thực hiện theo 
hướng dẫn của OIE [10]. 

Phương pháp PCR nhân gen sử dụng cặp mồi 
đặc hiệu để phân tích kiểu nhóm huyết thanh virus 
DTLCP được công bố trước đây bởi Sanna và cs. 
[11] có trình tự:

CD2v-F: 5’-CCTGCTACTCCCCCAAATATCAC-3’

CD2v-R: 5’-ACTACCCAATATCCCGCCAT-3’

Và cặp mồi được phát triển bởi nhóm nghiên cứu 
dùng trong nghiên cứu này của chúng tôi [12]:

CD2v-F2: 5’-ATTTTTCCTCATAATGATGTATTTGAT-3’

CD2v-R2: 5’-GTGATATTTGGGGGAGTAGCAGG-3’

Chu trình nhiệt bao gồm 94OC trong 10 phút; 
40 chu kỳ của 94OC trong 15 giây, 60OC trong 30 
giây và 72OC trong 30 giây; và sau cùng 72OC 
trong 7 phút. Sản phẩm PCR được điện di trên 
agarose 2% và hiển thị trên đèn UV. 

Sản phẩm được điện di trên gel agarose 1,5%. 
Để phân tích trình tự gen CD2v của 140 chủng 
virus DTLCP thu thập được từ 7 vùng sinh thái 
nông nghiệp tại Việt Nam, sản phẩm PCR có 
kích thước 816bp và 107bp tương ứng với từng 
cặp primer được tinh sạch bằng bộ kit chiết xuất 
Qiagen gel extraction (Qiagen) và giải trình tự 
gen bởi công ty 1st BASE DNA Sequencing 
Division (Malaysia).

2.4. Phương pháp phân tích trình tự nucleotide 
và xây dựng cây phả hệ

Phương pháp phân tích kết quả giải trình tự 
nucleotide chúng tôi dựa vào:(i) Database của 
chủng virus DTLCP đã công bố trên GenBank 
(NCBI), (ii) Phần mềm BioEdit, FinchTV, và 
DNAStar phân tích, so sánh sự tương đồng, đột 
biến của các chủng virus DTLCP phân lập tại 
Việt Nam và các chủng tham chiếu trên thế giới 
và (iii) Phần mềm MEGA7 dùng để phân tích 
cây phát sinh/phả hệ các chủng virus DTLCP 
đang lưu hành tại Việt Nam.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Kết quả phân lập virus DTLCP và phản ứng 
hấp phụ hồng cầu (HAD) từ mẫu thực địa

Phương pháp phân lập virus kết hợp HAD 
theo khuyến cáo của OIE và FAO là phương 
pháp vàng và cuối cùng được dùng làm tham 
chiếu để xác nhận kết quả dương tính của các 
phương pháp khác như Ag-Elisa, PCR truyền 
thống, realtime-PCR, hoặc miễn dịch huỳnh 
quang đã dùng trước đó.   Trong nghiên cứu 
này, 140 mẫu bệnh phẩm được xác định là 
dương tính với virus DTLCP từ 7 vùng sinh 
thái nông nghiệp tại Việt Nam, thuộc nhóm 
kiểu gen genotype II và kiểu nhóm huyết 
thanh serotype 8 được phân lập trên tế bào 
PAM theo quy trình đã công bố trước đây của 
nhóm nghiên cứu [12, 14, 15], được thể hiện 
qua hình 1.

Kết quả tại hình 1 cho thấy, các tế bào 
PAM nhiễm virus DTLCP trên bề mặt có nhiều 
tế bào hồng cầu bám vào sau 4-5 ngày gây 
nhiễm. Đây là bệnh tích điển hình của virus 
DTLCP khi phân lập trên tế bào PAM kết hợp 
phản ứng HAD theo hướng dẫn của OIE và 
FAO. Những giếng có kết quả dương tính, hấp 
phụ hồng cầu trên bề mặt tế bào PAM, chúng 
tôi tiến hành tách chiết DNA virus, và thực 
hiện kiểm tra bằng phản ứng realtime-PCR. 
Kết quả hình realtime-PCR cho thấy, các mẫu 
bệnh phẩm từ thực địa tại 7 vùng sinh thái 
nông nghiệp tại Việt Nam phân lập dương tính 
với virus DTLCP (kết quả không trình bày 
trong bài báo này). 
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Hình 1. Kết quả phân lập virus DTLCP trên môi trường tế bào PAM kết hợp 
phản ứng hấp phụ hồng cầu (HAD)

Ghi chú: Vùng 1: Miền núi phía Bắc, vùng 2: Đồng bằng Trung du Bắc bộ, vùng 3: Bắc Trung 
Bộ, vùng 4: Nam Trung Bộ, vùng 5: Tây Nguyên, vùng 6: Đông Nam Bộ, vùng 7: Đồng bằng sông 
Cửu Long

3.2. Kết quả nhân gen và giải trình tự đoạn gen 
90 nucleotide dùng trong xác định kiểu nhóm 
huyết thanh từ mẫu thực địa

Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng cặp mồi 
đặc hiệu theo công bố trước đây của nhóm nghiên 
cứu [12]. Kết quả tối ưu hóa điều kiện phản ứng PCR 
nhân gen đoạn 107 nucleotide trong đó có chứa đoạn 
90 nucleotide cần phân tích để phục vụ giải trình tự 
gen được thể hiện qua hình 2A. Kết quả hình 2A cho 

thấy, vùng khuếch đại 107 nucleotide của gen CD2v 
của virus DTLCP có kích thước khoảng 107 bp theo 
như thiết kế được nhân lên bằng kỹ thuật PCR với 
cặp mồi đặc hiệu và các điều kiện như đã được mô 
tả trong phần phương pháp. Kết quả trên hình 2 cho 
thấy xuất hiện một băng DNA có kích thước khoảng 
trên 100bp tương đương với kích thước của đoạn gen 
cần nhân lên. Như vậy sản phẩm PCR thu được là 
đặc hiệu và có thể sử dụng cho việc tinh sạch DNA 
để phục vụ giải trình tự gen.

Hình 2. Kết quả chạy PCR và giải trình tự gen đoạn 107 nucleotide từ 
các chủng virus DTLCP phân lập tại Việt Nam

Chúng tôi tiến hành nhân gen giải trình tự đoạn 
107 nucleotide gen CD2v của 140 chủng virus 
DTLCP của 14 tỉnh trên cả nước thuộc 7 vùng sinh 
thái nông nghiệp, minh họa kết quả giải trình tự gen 

được thể hiện qua hình 2B. Kết quả giải trình tự gen 
đoạn 107 nucleotide cho thấy, trình tự thu được là rõ 
ràng và không bị nhiễu tín hiệu (hình 2B). Từ kết quả 
giải trình tự gen này, chúng tôi sẽ tiến hành phân tích 
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kiểu nhóm huyết thanh học dựa trên trình tự của 107 
nucleotide thu được của 140 chủng virus thu thập tại 7 
vùng sinh thái nông nghiệp tại Việt Nam.

3.3. Kết quả phân tích kiểu nhóm huyết thanh 
dựa trên trình tự 90 nucleotide từ mẫu thực địa

Phân tích trình tự đoạn 90 nucleotide của 140 
chủng virus DTLCP phân lập từ 7 vùng sinh thái 
nông nghiệp tại Việt Nam và 29 trình tự virus 
DTLCP trên Ngân hàng Gen với đầy đủ các kiểu 

nhóm huyết thanh của virus DTLCP đang lưu hành 
hiện nay (hình 3) cho thấy, đoạn gen 90 nucleotide 
của CD2v rất điển hình cho 8 nhóm kiểu huyết thanh 
của virus DTLCP. Ở mỗi nhóm huyết thanh học 
(serotype group) khác nhau đều có chứa những đoạn 
hoặc trình tự nucleotide điển hình giống nhau (hình 
3). Điều này chứng tỏ đoạn khuếch đại 90 bp này rất 
đặc hiệu cho việc phân biệt nhóm huyết thanh học 
khác nhau của cả 8 nhóm huyết thanh học các chủng 
virus DTLCP đang lưu hành trên thế giới. 

Hình 3. So sánh trình tự đoạn 90 nucleotide của đoạn gen CD2v của 140 chủng virus 
DTLCP thu thập tại 7 vùng sinh thái của Việt Nam với các chủng tham chiếu

Để tiếp tục phân tích và đánh giá đoạn khuếch đại 
90 nucleotide vùng gen CD2v virus DTLCP, chúng 
tôi tiến hành phân tích cây phả hệ phát sinh nguồn 
gốc gen, kết quả thể hiện qua hình 4.

Kết quả hình 4 cho thấy, có sự tương đồng cao 
khi phân tích so sánh 2 đoạn gen, trong đó cây phả 
hệ của đoạn gen 90 nucleotide cho sự phân nhóm 
rõ ràng giữa các nhóm huyết thanh khi so với đoạn 
816 nucleotide đã được công bố trước đây bởi 
Sanna và cs. [11]. Các kết quả nghiên cứu trên cho 
thấy phân tích đoạn gen ngắn 90 nucleotide của 
gen EP402R mã hóa cho protein CD2v là một ứng 
cử viên tiềm năng cho việc phân loại nhóm huyết 
thanh học virus DTLCP đang lưu hành trên thế 
giới và Việt Nam.

Việc phát triển và ứng dụng phương pháp 
PCR kết hợp phân tích trình tự gen EP402R mã 
hoá protein CD2v mang lại hiệu quả cao và chính 
xác trong việc xác định nhóm kiểu gen virus 
DTLCP, trong khi sử dụng phương pháp xác định 
kiểu nhóm huyết thanh bằng phương pháp HAI 
là không thực tế cũng như hiệu quả đối với việc 
phân nhóm huyết thanh của virus DTLCP đang 
lưu hành tại thực địa vì: (i) phương pháp đòi hỏi 
phải có virus sống và (ii) huyết thanh của lợn 
kháng lại virus DTLCP và điều nàu khó có khả 
năng thu thập được huyết thanh có khả năng đáp 
ứng miễn dịch với virus DTLCP của lợn sống do 
kháng thể này xuất hiện muộn, hiệu giá thấp và 
độc lực của virus DTLCP thường rất mạnh do đó 
lợn có khả năng chết trong khoảng từ 5-10 ngày 
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Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được thực 
hiện từ nguồn kinh phí đề tài “Nghiên cứu 
đặc điểm dịch tễ học và đề xuất giải pháp 

phòng, chống bệnh Dịch tả lợn châu phi 
(ASFV) tại Việt Nam”. Mã số đề tài: ĐTĐL.
CN-75/19.

Hình 4. Cây phả hệ đoạn gen 90 nucleotide và 816 nucleotide của 140 chủng virus 
DTLCP thu thập tại 7 vùng sinh thái nông nghiệp tại Việt Nam

(A) Cây phả hệ phân tích 107 nucleotide đoạn gen CD2v và (B) cây phả hệ phân tích đoạn 816 
nucleotide đoạn gen CD2v.

sau gây nhiễm [1-3, 9]. Do vậy, việc phát triển 
các phương pháp nghiên cứu mới để xác định 
kiểu gen và kiểu nhóm huyết thanh virus DTLCP 
là cần thiết và quan trọng, trong đó phương pháp 
đơn giản dễ áp dụng nhưng hiệu quả cao là ưu 
tiên hàng đầu. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 
đã thành công trong việc ứng dụng phương pháp 
nhận dạng nhanh nhóm huyết thanh học của virus 
DTLCP dựa trên trình tự gen đoạn 90 nucleotide 

của gen EP402R mã hoá protein CD2v tại 7 vùng 
sinh thái nông nghiệp của Việt Nam. Đồng thời, 
các kết quả cũng cho thấy phương pháp xác định 
nhanh nhóm huyết thanh học của virus DTLCP 
được phát hiện bởi nhóm nghiên cứu là phù hợp 
cho các nghiên cứu các đặc điểm dịch tễ học phân 
tử của virus DTLCP trong tương lai tại Việt Nam 
cũng như các quốc gia và vùng lãnh thổ có sự hiện 
diện của virus DTLCP.
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