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3.4. Kết quả thu nhận toàn bộ hệ gen .......................................................... 30 

3.5. Kết quả phân tích đặc điểm phân tử gen S1 ........................................ 32 

3.6. Kết quả so sánh về mức độ đồng nhất về nucleotide và amino acid 

gen S ................................................................................................................ 42 

3.7. Kết quả phân tích phả hệ nguồn gốc dựa trên gen S hoàn chỉnh và 

toàn bộ hệ gen ................................................................................................ 44 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ ...................................................................... 48 

TÀI LIỆU THAM KHẢO ............................................................................ 49 

PHỤ LỤC ....................................................................................................... 56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

DANH MỤC CÁC KÝ HIỆU, CÁC CHỮ CÁI VIẾT TẮT 
 

Viết tắt Tiếng Anh Tiếng Việt 

PED  Porcine Epidemic Diarrhea Bệnh tiêu chảy trên lợn 

PEDV  Porcine Epidemic Diarrhea Virus Virus gây bệnh tiêu chảy trên lợn 

E  Envelope Vỏ 

M  Membrane Màng 

N  Nucleocapsid Nucleocapsid 

S  Spike Gai 

ORF  Open Reading Frame Khung đọc mở  

ORF3  Open Reading Frame 3 Khung đọc mở thứ 3 

IFN -β interferon-β interferon-β 

RIG-I  retinoic acid-inducible gene-I gen có thể cảm ứng axit retinoic I 

DMSO  Dimethyl Sulfoxide Dimethyl Sulfoxide 

RBD receptor binding domain Miền liên kết thụ thể 

EDTA  Ethylene Diamine Tetraacetic acid Ethylene Diamine Tetraacetic 

acid 

ELISA  Enzyme Linked Immuno-sorbent 

Assay 

Xét nghiệm hấp thụ miễn dịch 

liên kết với enzyme 

PRRSV Porcine reproductive and 

respiratory syndrome 

Hội chứng rối loạn sinh sản và hô 

hấp ở lợn 

NTD N-terminal domain  Miền đầu N 

CTD C-terminal domain Miền đầu C 

COE CO26K-equivalent  Vùng CO26K tương đương 

pAPN Porcine aminopeptidase N  aminopeptidase N ở lợn 

PBS  Phosphate Buffer Saline Phosphate Buffer Saline 

ERGI ER-Golgi Lưới nội chất – Bộ máy Golgi 

RNP  Ribonucleoprotein Ribonucleoprotein 

RNA  Ribonucleic Acid Acid Ribonucleic 

RT-PCR  Reverse Transcription- 

Polymerase Chain Reaction 

Phản ứng sao chép chuỗi 

polymerase ngược 

IHC Immunohistochemistry Hóa mô miễn dịch 

TGE Transmissible Gastroenteritis  Bệnh viêm dạ dày ruột truyền 

nhiễm trên lợn 

nt Nucleotide Nucleotide 

 

 

 

 

 



 

  

DANH MỤC HÌNH 

Hình 1.1. Sơ đồ cấu trúc và tổ chức bộ gen của PEDV ........................................... 7 

Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu ...................................................................................... 17 

Hình 2.2. Cấu trúc vector pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) ..................................... 23 

Hình 3.1. Kết quả điện di phát hiện PEDV bằng mồi chẩn đoán PEDVF-PEDVR 27 

Hình 3.2. Kết quả điện di sản phẩm PCR thu toàn bộ gen S1 của 2 chủng PEDV 

nghiên cứu ................................................................................................................ 28 

Hình 3.3. Kết quả BLAST dựa trên gen S1 của chủng PEDVHY1 ......................... 30 

Hình 3.4. Cây phả hệ xác định mối quan hệ nguồn gốc của các chủng PEDV dựa trên 

trình tự nucleotide của tiểu phần gen S1 .................................................................. 33 

Hình 3.5. Cây phả hệ xác định mối quan hệ nguồn gốc của các chủng PEDV dựa trên 

trình tự nucleotide của gen S .................................................................................... 49 

Hình 3.6. Cây phả hệ xác định mối quan hệ nguồn gốc của các chủng PEDV dựa trên 

trình tự toàn bộ hệ gen.............................................................................................. 50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

DANH MỤC BẢNG 

Bảng 2.1. Bộ mồi dùng cho phản ứng PCR ........................................................... 16 

Bảng 2.2. Thành phần phản ứng PCR .................................................................... 18 

Bảng 2.3. Chu trình nhiệt của phản ứng PCR  ....................................................... 19 

Bảng 2.4 Danh sách các mồi được sử dụng trong phản ứng giải trình tự .............. 21 

Bảng 2.5. Thành phần của phản ứng nối sản phẩm PCR vào vector pCR® 2.1-

TOPO ..................................................................................................................... 23 

Bảng 2.6. Thành phần của phản ứng cắt DNA tái tổ hợp bằng enzyme giới hạn 

EcoRI  ..................................................................................................................... 26  

Bảng 3.1. Hệ gen chủng PEDVHY1 ...................................................................... 30 

Bảng 3.2. Danh sách các chủng PEDV của Việt Nam và thế giới sử dụng trong 

nghiên cứu .............................................................................................................. 34 

Bảng 3.3. Vị trí sai khác amino acid thuộc protein S1 giữa các chủng PEDV đại 

diện các genotype chủng nghiên cứu ..................................................................... 37 

Bảng 3.4. Tỷ lệ (%) đồng nhất về thành phần nucleotide và amino acid toàn bộ gen 

S của PEDVHY1 với các chủng tham khảo khác của Việt Nam và thế giới ......... 35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

MỞ ĐẦU 
1. Lý do chọn đề tài 

Chăn nuôi lợn ở Việt Nam đóng vai trò hết sức quan trọng trong hệ thống chăn 

nuôi. Ngành này góp phần tạo ra nguồn thực phẩm phục vụ cả đời sống nhân dân lẫn 

xuất khẩu ra thị trường thế giới. Tuy nhiên, sự tăng trưởng trong chăn nuôi lợn ở nước 

ta còn thấp, hiệu quả kinh tế chưa cao so với các quốc gia lớn trên thế giới như Trung 

Quốc, Mỹ… Kết quả này một phần do quy trình kỹ thuật chăn nuôi còn hạn chế. 

Ngoài ra, lợn cũng có một nhược điểm quan trọng là chúng rất dễ mắc bệnh, làm ảnh 

hưởng lớn đến năng suất chăn nuôi. Một trong số những tác nhân phổ biến, gây bệnh 

nghiêm trọng trên lợn được biết đến là virus PEDV. 

Virus tiêu chảy cấp ở lợn PEDV (Porcine Epidemic Diarrhea Virus) là tác nhân 

gây bệnh tiêu chảy cấp trên lợn (PED – Porcine Epidemic Diarrhea). Đây là bệnh 

đường ruột phổ biến ở lợn với tốc độ lây lan nhanh, lợn mắc bệnh thường có các biểu 

hiện nôn mửa, tiêu chảy cấp tính, mất nước nghiêm trọng dẫn đến tử vong. Bệnh PED 

xuất hiện ở các trang trại lợn trên toàn thế giới với tỷ lệ tử vong của lợn dưới một 

tuần tuổi đặc biệt cao, tỷ lệ tử vong của lợn trưởng thành thấp hơn [1]. PEDV lần đầu 

tiên được phát hiện ở Châu Âu, chủng virus đầu tiên được đặt tên là CV777 phân lập 

vào năm 1976 từ lợn trong một đợt bùng phát ở Bỉ [2]. Hiện nay, PEDV đã trở thành 

mối đe dọa lớn đối với ngành chăn nuôi heo trên toàn thế giới. Sự bùng phát của 

PEDV không chỉ gây tổn thất kinh tế nghiêm trọng mà còn đe dọa đến an ninh lương 

thực và sức khỏe cộng đồng. 

 PEDV là một loại RNA virus chuỗi đơn dương, thuộc phân chi Pedecovirus, 

chi Alphacoronavirus trong họ Coronaviridae thuộc bộ Nidovirales [3]. Bộ gen virus 

có chiều dài khoảng 28 kb và chứa bảy khung đọc mở (ORF), được sắp xếp theo thứ 

tự 5’UTR-ORF1a-ORF1b-S-ORF3-E-M-N-3’UTR và đuôi poly (A) [4, 5]. Trong số 

các protein của virus, protein S là glycoprotein trên bề mặt virus, có vai trò quan trọng 

trong việc tạo ra các kháng thể trung hòa và tương tác với các thụ thể tế bào trong vật 

chủ. Protein S này liên tục biến đổi để giúp PEDV lẩn trốn khỏi hệ miễn dịch, thích 

nghi với những thay đổi của môi trường; và các biến thể thường xuyên của nó dẫn 

đến sự xuất hiện của nhiều chủng độc lực khác nhau. Hiện tại, các nhà nghiên cứu đã 

phân loại PEDV thành nhóm gen cổ điển G1 và nhóm gen độc lực G2 [6]. Nhóm gen 

G1 và G2 tiếp tục tiến hóa riêng biệt và cuối cùng hình thành năm phân nhóm (G1a, 

G1b, G2a, G2b và G2c). Phân nhóm G1a chủ yếu bao gồm CV777, DR13, SM98 cổ 

điển và các chủng xuất hiện sớm khác, phân bố ở Châu Âu và Châu Á [7]. Các chủng 

G1b chủ yếu có nguồn gốc từ các nước Châu Á, đặc biệt là Trung Quốc [8], và các 

chủng vaccine giảm độc lực thích nghi trên tế bào.  So với nhóm GIa có độc lực nhất 

định, các chủng G1b ít độc lực hơn và nhiều chủng giảm độc lực đã được xác định là 
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chủng dành cho sản xuất vaccine giảm độc lực, còn gọi là "các chủng vaccine S-

Indel". Các chủng điển hình nhất trong phân nhóm G1 bao gồm chủng xuất hiện sớm 

JS-2004-2 và các chủng vaccine, chẳng hạn như CV777 giảm độc lực, DR13 giảm 

độc lực, chủng SD-M và chủng AH-M hiện đang lưu hành ở Trung Quốc [9-12]. Kể 

từ năm 2010, các chủng nhóm gen G2 đã chiếm ưu thế trên toàn cầu, đặc biệt là ở 

Trung Quốc. Điều này đã làm phức tạp thêm việc kiểm soát PEDV trên thực địa ở 

nhiều nước. 

PED được ghi nhận lần đầu tiên tại Việt Nam vào năm 2008. Bệnh này khởi 

phát ở các tỉnh phía Nam mà không rõ nguồn gốc lây nhiễm. Ngay sau khi xuất hiện, 

PED nhanh chóng lan rộng ra các khu vực chăn nuôi lợn trọng điểm trên khắp cả 

nước, bao gồm miền Bắc, miền Trung và miền Nam. Hiện nay, bệnh đã trở thành một 

vấn đề lưu hành, gây ra các đợt bùng phát rải rác. Các chủng PEDV được phân lập 

tại Việt Nam trong khoảng thời gian từ 2009 đến 2010 từ các trang trại ở các tỉnh phía 

Nam cho thấy sự tương đồng cao với các chủng được phát hiện ở Trung Quốc [13]. 

Trong khi các chủng PEDV phân lập từ năm 2012-2017 đã có nhiều biến đổi, tạo ra 

các biến chủng mới, chủ yếu thuộc genotype G2. Mặc dù đã được tiêm vaccine nhưng 

dịch bệnh vẫn xảy ra. 

Trong bối cảnh dịch PEDV vẫn đang tiếp diễn và có nguy cơ lan rộng, việc 

nghiên cứu dịch tễ học phân tử của PEDV là cần thiết để phát triển các chiến lược 

phòng chống hiệu quả. Để phòng chống bệnh hiệu quả việc cấp thiết cần là phải 

nghiên cứu và sử dụng loại vaccine hiệu quả, phù hợp với chủng virus đang lưu hành. 

Tuy nhiên, hầu hết các nghiên cứu trước đây chỉ thực hiện trên một đoạn gen S và 

gen M, chỉ có một công bố giải trình tự toàn bộ hệ gen năm 2015. Do đó, cần có dữ 

liệu giải trình tự bộ gen hoàn chỉnh của PEDV tại Việt Nam tại thời điểm hiện tại để 

xác định được chủng virus đang lưu hành, sự đa dạng di truyền, đồng thời thiết lập 

bộ gen tham chiếu cho các phân lập PEDV tại Việt Nam. Nghiên cứu này không chỉ 

nhằm mục đích hiểu rõ hơn về sự tiến hóa và di truyền của virus, mà còn đóng góp 

vào việc phát triển các biện pháp kiểm soát dịch bệnh, giảm thiểu tổn thất kinh tế cho 

ngành chăn nuôi heo. 

Xuất phát từ thực tế đó, tôi đã thực hiện đề tài " Nghiên cứu giải mã và phân 

tích đặc điểm phân tử virus PEDV gây bệnh tiêu chảy cấp ở lợn năm 2023 tại 

tỉnh Hưng Yên" nhằm mục tiêu xác định được chủng virus gây bệnh thuộc genotype 

nào, đồng thời làm rõ các đặc điểm phân tử của chủng virus PEDV đang lưu hành, 

cung cấp cơ sở khoa học cho các biện pháp phòng ngừa và kiểm soát dịch bệnh hiệu 

quả. 

2. Mục đích nghiên cứu  
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- Giải trình tự được toàn bộ hệ gen chủng virus PEDV thu nhận năm 2023 tại tỉnh 

Hưng Yên. 

- Phân tích, ghi nhận lại các đặc điểm phân tử, vị trí đột biến trên gen S/S1 của virus. 

- Phân tích phả nguồn gốc của chủng PEDV nghiên cứu. 

3. Nội dung nghiên cứu  

- Giải trình tự gen S1 của chủng virus PEDV nghiên cứu. 

- Giải trình tự hệ gen hoàn chỉnh của chủng virus PEDV nghiên cứu. 

- Phân tích đặc điểm phân tử vùng gen S, đặc biệt là vùng gen S1. 

- Phân tích phả hệ nguồn gốc của chủng PEDV nghiên cứu với các chủng PEDV của 

Việt Nam và thế giới dựa trên dữ liệu nucleotide của gen S1, gen S và toàn bộ hệ gen. 

4. Cơ sở khoa học và tính thực tiễn của đề tài 

PEDV là một loại virus thuộc họ Coronaviridae, gây ra bệnh tiêu chảy cấp ở 

lợn với tỷ lệ tử vong cao, đặc biệt ở lợn con. PEDV đã có mặt tại nhiều quốc gia trên 

thế giới và tiếp tục tiến hóa với nhiều chủng khác nhau. Việc hiểu rõ hơn về các biến 

thể của virus, đặc biệt là gene S (spike protein), giúp phát hiện sự xuất hiện của các 

biến chủng mới và đề xuất biện pháp phòng chống hiệu quả. 

 Phân tích đặc tính phân tử, nghiên cứu phát sinh chủng loại, đặc biệt là phân 

tích hệ gene hoặc các phần của hệ gene (ví dụ như gene S), giúp xác định mối quan 

hệ phát sinh loài giữa các chủng virus từ các vùng địa lý khác nhau, từ đó theo dõi 

được sự lây lan và tiến hóa của virus. Các phương pháp như RT-PCR và giải trình tự 

gene đã được ứng dụng rộng rãi để phát hiện và phân loại PEDV. 

Ngoài ra, việc hiểu rõ sự phân bố và biến đổi di truyền của các chủng PEDV 

còn giúp xây dựng chiến lược vaccine phòng bệnh phù hợp, đặc biệt ở các khu vực 

có nguy cơ cao như Việt Nam. Việc nghiên cứu và kiểm soát PEDV không chỉ bảo 

vệ sức khỏe đàn lợn mà còn giảm thiểu thiệt hại kinh tế cho người chăn nuôi. 

5. Những đóng góp của luận văn 

 Kết quả nghiên cứu sẽ cung cấp dữ liệu khoa học về toàn bộ hệ gen virus 

PEDV lưu hành tại Việt Nam năm 2023, đặc điểm phân tử gen S1 và phả hệ nguồn 

gốc của virus PEDV làm cơ sở khoa học để có thể lựa chọn vaccine phòng bệnh PED 

đạt hiệu quả nhất. Ngoài ra, dữ liệu thu được trong quá trình thực hiện đề tài góp phần 

cung cấp nguồn gen và thông tin cho những nghiên cứu tiếp theo giúp cho việc chẩn 

đoán, theo dõi, đánh giá mức độ gây bệnh của PEDV. Từ đó có thể lựa chọn các 

chủng vaccine phù hợp và có hiệu quả hơn trong công tác phòng bệnh. 
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NỘI DUNG 

CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Tổng quan về bệnh tiêu chảy cấp ở lợn và virus gây bệnh 

Bệnh tiêu chảy cấp ở lợn (Porcine Epidemic Diarrhea - PED) là một bệnh lý 

đường ruột có tốc độ lây lan nhanh chóng. Lợn bị nhiễm bệnh thường có các triệu 

chứng như nôn mửa, tiêu chảy cấp tính, mất nước nghiêm trọng, và trong nhiều trường 

hợp, bệnh có thể dẫn đến tử vong. Tỷ lệ tử vong ở lợn con dưới một tuần tuổi đặc biệt 

cao, trong khi tỷ lệ tử vong ở lợn trưởng thành thấp hơn đáng kể [1]. 

Bệnh PED lần đầu tiên xuất hiện tại Anh vào năm 1971, sau đó nhanh chóng 

lan ra các khu vực châu Âu bao gồm Thụy Sĩ, Đức, Pháp, Hà Lan và Bulgaria [2, 14]. 

Chủng PEDV đầu tiên được đặt tên là CV777 phân lập vào năm 1976 từ lợn trong 

một đợt bùng phát ở Bỉ [1]. Tại châu Á, PED lần đầu tiên được ghi nhận ở Nhật Bản 

vào năm 1982 [15] sau đó là hàng loạt các quốc gia lớn như Trung Quốc năm 1986 

[16], Ấn Độ năm 2003 và Thái Lan năm 2007 [17]. Do tỷ lệ tử vong thấp nên ban 

đầu PEDV không nhận được sự chú ý trên toàn cầu. Tuy nhiên với sự bùng phát của 

các chủng PEDV độc lực cao tại Bắc Mỹ vào năm 2013 đã đưa virus PEDV trở thành 

một trong những mối đe dọa nghiêm trọng nhất đối với ngành chăn nuôi lợn trên toàn 

cầu. Vào mùa xuân năm 2013, virus này bắt đầu bùng phát tại Hoa Kỳ khiến 8 triệu 

con lợn mới sinh tử vong chỉ trong vòng một năm [18]. Chủng gây bệnh này, được 

gọi là "US-like strain", nhanh chóng lan sang các quốc gia lân cận như Canada, 

Mexico và Colombia. Với khả năng lây lan mạnh mẽ, các chủng PEDV thuộc nhóm 

“US-like strain” đã nhanh chóng xuất hiện tại Hàn Quốc vào cuối năm 2013 [19], tại 

Đức vào tháng 5 năm 2014 [20], tại Đài Loan vào cuối năm 2013 [21], và tại Nhật 

Bản vào tháng 10 năm 2013 cũng như trong suốt giai đoạn 2013-2014 [22]. Những 

chủng này nhanh chóng gây ra làn sóng dịch bệnh tại nhiều quốc gia châu Á, bao gồm 

Nhật Bản, Trung Quốc, Việt Nam và Thái Lan [17, 22-24]. Các chủng PEDV mới 

nổi, cùng với những biến thể di truyền của chúng, đã kích hoạt một làn sóng dịch tễ 

học PED thứ hai trên toàn cầu [23, 25]. Kết quả là, PEDV được chia thành hai dòng 

chính: dòng "cổ điển" (classic) xuất hiện từ những năm 1970 và dòng "độc lực" 

(virulent) nổi lên sau năm 2010. Những dòng này có sự thay đổi đáng kể trong vùng 

S và các khu vực khác của bộ gen [23].  

PEDV được báo cáo tại Việt Nam lần đầu tiên vào năm 2008, các nghiên cứu 

chỉ ra rằng chủng PEDV gây nên đợt bùng phát dịch bệnh có mối quan hệ họ hàng 

với các chủng PEDV có nguồn gốc Trung Quốc [13]. Cho đến nay, hầu hết các khu 

vực chăn nuôi lợn tại cả nước đều ghi nhận sự có mặt của PEDV. Các nghiên cứu về 

trình tự gen S của các chủng PEDV được phân lập trong giai đoạn 2012–2016 cho 
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thấy các chủng này đã trải qua những thay đổi đáng kể [26, 27], và điều này có thể 

giải thích cho sự suy giảm hiệu quả của vaccine. Hơn nữa, PEDV vẫn tiếp tục chiếm 

ưu thế trong các quần thể lợn, ngay cả trong các đàn đã được tiêm vaccine và đã trở 

thành một loại bệnh đặc hữu dai dẳng trên toàn quốc [28, 29]. 

Bệnh tiêu chảy do virus PEDV có thể ảnh hưởng đến lợn ở mọi độ tuổi, và 

trong nhiều trường hợp, tỷ lệ lợn nhiễm bệnh có thể đạt tới 100%. Các động vật bị 

ảnh hưởng biểu hiện tình trạng tiêu chảy cấp tính và cuối cùng đã hồi phục chủ yếu 

ở những con trưởng thành. Tỷ lệ tử vong trung bình ở lợn con là khoảng 50%, tuy 

nhiên, trong một số trường hợp nghiêm trọng, tỷ lệ này có thể lên đến 100% [30]. Cụ 

thể, nếu lợn con nhiễm bệnh trong khoảng 0 - 5 ngày tuổi, tỷ lệ tử vong có thể đạt 

100%. Đối với lợn con từ 6 - 7 ngày tuổi, tỷ lệ tử vong giảm xuống còn khoảng 50%, 

và nếu mắc bệnh sau 7 ngày tuổi, tỷ lệ tử vong ước tính là khoảng 30%.  

1.1.1. Phân loại virus gây bệnh 

Order (Bộ): Nidovirales 

Family (Họ): Coronaviridae   

Subfamilies (Phân họ): Coronaviridae   

Genus (Chi): Alphacoronavirus  

Subgenus (Phân chi): Pedecovirus 

Species (Loài): Porcine Epidemic Diarrhea Virus [3]. 

Để xác định mối quan hệ giữa các chủng PEDV, các phân tích về cây phả hệ 

(phylogenetic tree) và đặc điểm di truyền được tiến hành dựa trên các trình tự gen S, 

M, và ORF3 đôi khi cả gen E. Mặc dù chỉ có 1 serotype duy nhất, nhưng các nhà 

nghiên cứu đã phân loại PEDV thành các genotype khác nhau. Nhóm G1 (G1, 

classical)  và nhóm độc lực/ biến thể G2 (field epidemic/ pandemic)[6]. Các nhóm 

G1 và G2 tiếp tục tiến hóa riêng biệt và cuối cùng hình thành năm genotype gồm G1a, 

G1b, G2a, G2b và G2c.  

1.1.2. Hình thái cấu trúc và bộ gen của virus PEDV 

PEDV là một loại virus RNA sợi đơn, có vỏ bọc, có hình cầu hoặc đa hình với 

đường kính 95–190 nm, bao gồm các phần nhô ra hình gậy, hình tam giác có chiều 

dài 18–23 nm [2]. Bộ gen PEDV dài khoảng 28 kb, bao gồm 7 khung đọc mở (ORF), 

được sắp xếp theo thứ tự 5’UTR-ORF1a-ORF1b-S-ORF3-E-M-N-3’UTR và đuôi 

poly (A) [4, 5, 30].  

ORF1a, ORF1b chiếm khoảng 2/3 bộ gen, ở vị trí gần 5′ và mã hóa 16 protein 

phi cấu trúc (NSPs). Protein S và ORF3 đóng vai trò quan trọng trong quá trình sinh 

bệnh của bệnh.  
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Gen ORF3 nằm giữa gen S và E có vai trò mã hóa các protein phụ có chức 

năng ít được biết đến. Các nghiên cứu về gen ORF3 ghi nhận việc xóa 17 axit amin 

trong ORF3 của các chủng vaccine PEDV, gen ORF3 có thể được sử dụng như một 

dấu hiệu phân tử để phân biệt giữa các chủng vaccine PEDV và các chủng không phải 

vaccine và để phân tích dịch tễ học phân tử của PEDV [10]. Ngoài ra, việc biến đổi 

gen ORF3 thông qua việc trong quá trình cấy chuyển  nhiều lần trên tế bào sẽ khiến 

độc lực virus giảm [10].  

Gen E mã hóa cho protein E giúp hình thành và giải phóng vỏ virus [5]. Protein 

E chủ yếu nằm ở lưới nội chất, với một lượng nhỏ trong nhân có cấu trúc phân tử 

được chia thành ba vùng, bao gồm một vùng ưa nước đầu amin ngắn, một miền xuyên 

màng xoắn alpha dài khoảng 25 aa và một vùng đầu carboxyl dài. Bên cạnh đó, 

protein E cũng có thể giúp trốn tránh khả năng miễn dịch bẩm sinh của vật chủ bằng 

cách ức chế tín hiệu trung gian qua RIG-I [31].  

Gen M góp phần vào quá trình lắp ráp nucleocapsid của virus và màng của cấu 

trúc bên trong cũng như kích thích tiết interferon [32]. Gen M của Coronavirus có 

khả năng bảo tồn hơn gen S [33]. Protein M là thành phần vỏ lớn nhất của virus PED, 

glycoprotein cấu trúc  màng với một đầu tận cùng gắn amin ngắn phía ngoài virus và 

một đầu tận cùng  gắn carboxy ở bên trong [34]. Protein M cũng có thể tương tác với 

ORF3 và cùng với protein N, tham gia vào quá trình lắp ráp và nảy chồi của các hạt 

vi-rút [35]. Ngoài ra, protein M ức chế phản ứng miễn dịch của vật chủ bằng cách tạo 

ra kháng thể trung hòa hoặc ức chế hoạt động của interferon-β ( IFN -β) [36], đồng 

thời gây ra sự ngừng chu kỳ tế bào ở pha S thông qua con đường cyclin A trong quá 

trình nhiễm vi-rút [37].  

Protein N tương tác với RNA bộ gen của virus và sau đó hình thành 

nucleocapsid xoắn ốc trong quá trình lắp ráp hạt virus [38]. Ngoài ra, protein N tham 

gia phiên mã bộ gen virus, hình thành lõi virus và đóng gói RNA virus [35]. Trong 

quá trình nhiễm vi-rút, protein N có thể điều chỉnh chu kỳ tế bào và ức chế phản ứng 

miễn dịch bằng yếu tố điều hòa IFN 3 [39]. Đáng chú ý, một nghiên cứu chỉ ra rằng 

protein N của PEDV có thể giúp tăng cường sự sao chép của các loại vi-rút có liên 

quan chặt chẽ với PEDV, chẳng hạn như vi-rút gây hội chứng sinh sản và hô hấp ở 

lợn (PRRSV), trong khi nó không có tác dụng đối với các loại vi-rút không liên quan 

[40]. 

Gen S mã hóa glycoprotein, được chia thành miền S1 và S2, protein S1 rất cần 

thiết để nhận biết các thụ thể tế bào, liên kết và độc lực, trong khi protein S2 chủ yếu 

làm trung gian cho sự hợp nhất màng trong quá trình nhiễm virus [41] [42]. Protein 

S có 1.383–1.386 axit amin (aa) và dựa trên tính đồng nhất của nó với protein S của 
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các loại coronavirus khác, bao gồm hai tiểu đơn vị: S1 từ aa 1–789 và S2 từ aa 790–

1383. S1 có thể được chia nhỏ hơn nữa thành năm miền cấu trúc: S10 (aa 1–219), 

S1A (aa 435–485), S1B (aa 510–640), S1C và S1D (aa 638–789) [41, 43, 44]. Vùng 

S1 chịu trách nhiệm nhận diện virus-vật chủ và liên kết thụ thể, trong khi vùng S2 

chịu trách nhiệm hợp nhất màng và nội hóa. Các đột biến xảy ra ở gen S có thể dẫn 

đến những thay đổi axit amin ảnh hưởng đến khả năng gây bệnh, khả năng lây truyền, 

đặc tính kháng nguyên và phản ứng với kháng thể trung hòa [45]. Vùng S1 hoạt động 

như một miền liên kết thụ thể (RBD) và có khả năng nhận diện nhiều loại thụ thể vật 

chủ, bao gồm protein và đường, có thể kích hoạt phản ứng dịch thể và tế bào. Trong 

khi đó, tiểu đơn vị S2 làm trung gian cho quá trình hợp nhất màng, dẫn đến việc giải 

phóng RNA virus vào tế bào vật chủ [22, 45]. 

 

 

Hình 1.1. Sơ đồ cấu trúc và tổ chức bộ gen của PEDV [46] 

 

S1 chứa hai miền chính: miền đầu N (S1-NTD) và miền đầu C (S1-CTD) [41]. 

Protein S1 chứa vùng CO26K-equivalent (COE) được bảo tồn cao (aa 499–638) [47] 

bên trong S1-CTD, có thể gây ra sản xuất kháng thể trung hòa và có khả năng đóng 

vai trò là chất sinh miễn dịch trong vaccine chống lại PEDV [48]. Do đó, tiểu đơn vị 

S1 rất quan trọng trong việc bảo vệ vật chủ chống lại PEDV. 

Một nghiên cứu đã chỉ ra rằng, trong vùng COE của protein S, có một chèn 

đoạn axit amin 4-aa 612QQSI615. Sự thay đổi này đã tạo nên một xoắn alpha bổ 
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sung, từ đó làm thay đổi các đặc điểm tương tác của kháng thể trung hòa, ảnh hưởng 

đến khả năng bảo vệ của hệ miễn dịch đối với các biến thể mới của virus PEDV [45]. 

1.1.3.Tính ổn định của virus 

PEDV tồn tại ổn định ở môi trường có pH từ 5 đến 9 khi ở nhiệt độ 4°C và 

trong khoảng pH 6,5 – 7,5 ở nhiệt độ 37°C. Nếu môi trường có pH nhỏ hơn 4 hoặc 

lớn hơn 9, virus sẽ bị bất hoạt. Trong môi trường nuôi cấy, PEDV sẽ mất khả năng 

lây nhiễm khi tiếp xúc với nhiệt độ 60°C trong 30 phút, nhưng lại ổn định ở nhiệt độ 

50°C. Virus này nhạy cảm với các chất như ether và chloroform, đồng thời không có 

khả năng ngưng kết hồng cầu của các loài. Ngoài ra, PEDV có thể bị vô hiệu hóa bởi 

nhiều loại chất khử trùng như cresol, NaOH 2%, formol 1%, natri cacbonat (4% ở 

dạng khan hoặc 10% ở dạng tinh thể với 0,1% chất tẩy rửa), các chất tẩy rửa ion và 

không ion, iodophor mạnh (1%) trong môi trường acid phosphoric và chloroform 

[49]. Về sức đề kháng với nhiệt độ, PEDV được ghi nhận không bền với nhiệt độ, 

nhanh chóng bị bất hoạt tại nhiệt độ phòng sau 2 ngày. Tuy nhiên, virus tồn tại trong 

khoảng 2 tuần ở nhiệt độ 4oC [50]. 

1.1.4. Lây truyền PEDV 

Lây truyền qua tiếp xúc trực tiếp và gián tiếp là con đường lây truyền chính 

của PEDV giữa lợn. PEDV lây truyền giữa lợn ở các độ tuổi khác nhau và thường lây 

nhiễm đầu tiên cho lợn thịt, sau đó virus lây lan sang lợn nái mang thai trong chuồng 

đẻ, và lợn nái bị nhiễm cận lâm sàng sau đó lây truyền PEDV cho lợn con bú, cuối 

cùng gây ra dịch bệnh tử vong cao ở lợn con.  

PEDV lây lan theo một số cách khác nhau trong quá trình nhiễm trùng, và một 

trong những cách phổ biến nhất là đường phân-miệng, tức là lây truyền trực tiếp hoặc 

gián tiếp qua phân lợn, chất nôn và các chất gây ô nhiễm khác do quá trình chăn nuôi 

tạo ra [51]. PEDV có thể bị nhiễm thông qua con đường lây truyền từ phân lợn vào 

khoang mũi, được gọi là đường phân-mũi [52]. Ngoài ra, PEDV cũng có thể được 

truyền theo chiều dọc sang lợn con thông qua sữa lợn nái [53]. Nghiên cứu trước đó 

từng ghi nhận sự hiện diện của PEDV có thể được phát hiện trong tinh dịch của lợn 

đực bị nhiễm PEDV và có thể quan sát thấy sự phát tán vi-rút kéo dài trong phần giàu 

tinh trùng, chứng tỏ rằng PEDV có thể lây truyền qua đường tình dục qua tinh dịch 

lợn đực [54]. Một nghiên cứu gần đây cho thấy PEDV bị nhiễm biểu mô mũi có thể 

được truyền đến tế bào lympho T CD3+ thông qua các khớp thần kinh, và cuối cùng 

đến niêm mạc ruột thông qua tuần hoàn máu, dẫn đến nhiễm trùng đường ruột [55], 

đây là cơ chế lây nhiễm PEDV từ khoang mũi đến biểu mô ruột, và cũng là bằng 

chứng quan trọng cho sự lây truyền qua khí dung. Ngoài lây nhiễm từ lợn sang lợn, 

sự lây truyền PEDV cũng có thể xảy ra thông qua tiếp xúc với thiết bị bị ô nhiễm 
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[56], phương tiện bị ô nhiễm được sử dụng để vận chuyển động vật [57] hoặc nhân 

viên trang trại[55, 56].  

1.1.5. Cơ chế nhân lên của virus 

 PEDV  nhân lên hiệu quả trong các tế bào biểu mô nhung mao ruột non hoặc 

tế bào ruột non ở lợn. Aminopeptidase N ở lợn (pAPN) chủ yếu được biểu hiện trên 

bề mặt các tế bào biểu mô của ruột non đã được xác định là thụ thể tế bào của PEDV 

[58, 59].  Sự thâm nhập và tháo vỏ xảy ra sau khi protein S trung gian hợp nhất lớp 

vỏ virus với màng huyết tương. Sau khi tháo rời, bộ gen virus được giải phóng vào tế 

bào chất và được dịch mã để tạo ra các bản sao ppla và pp1ab. Các polyprotein này 

được cắt bằng phương pháp thủy phân protein thành 16 nsps bao gồm phức hợp sao 

chép và phiên mã (RTC) đầu tiên tham gia vào quá trình tổng hợp RNA sợi âm bằng 

cách sử dụng RNA bộ gen. Cả sợi âm có độ dài đầy đủ và sợi âm có độ dài sg đều 

được sản xuất và sử dụng để tổng hợp RNA bộ gen có độ dài đầy đủ và mRNA sg. 

Mỗi mRNA sg được dịch mã để chỉ tạo ra protein được mã hóa bởi ORF 5'-most của 

mRNA sg. Các protein S, E và M của lớp vỏ được đưa vào lưới nội chất và neo trong 

bộ máy Golgi. Protein N tương tác với RNA bộ gen mới được tổng hợp để tạo thành 

phức hợp RNP xoắn ốc. Virus con được lắp ráp bằng cách nảy chồi của RNP đã hình 

thành trước tại khoang trung gian ER-Golgi (ERGIC) và sau đó được giải phóng bằng 

sự hợp nhất giống như xuất bào của các túi chứa virion có thành nhẵn với màng tế 

bào chất [32]. 

1.1.6. Triệu chứng, bệnh tích 

1.1.6.1 Triệu chứng 

 Triệu chứng lâm sàng chính được quan sát thấy ở tất cả lợn bị mắc tiêu chảy 

cấp do virus PEDV bao gồm tiêu chảy với phân lỏng, có màu vàng hoặc xám, kèm 

theo tình trạng lợn mệt mỏi, nằm tụ lại thành nhóm hoặc áp bụng vào mẹ (100%). Tỷ 

lệ cao các trường hợp ghi nhận thấy lợn gầy sút nhanh, một số con có biểu hiện uống 

nhiều nước và thân nhiệt hạ thấp. Ngoài ra, triệu chứng nôn mửa cũng xuất hiện ở 

nhiều trường hợp. Sự tiêu chảy do PEDV dẫn đến là hậu quả của việc giảm hấp thu 

và tiêu hóa, do tế bào biểu mô ruột bị tổn thương nặng nề, làm rối loạn chức năng và 

giảm khả năng sản xuất các enzyme tiêu hóa trên bề mặt vi nhung mao [60, 61]. 

1.1.6.2. Bệnh tích 

Các bệnh tích đại thể quan sát được ở lợn mắc tiêu chảy cấp do virus PEDV 

bao gồm nhiều dấu hiệu rõ ràng và đặc trưng. Cơ thể lợn chết thường có biểu hiện 

gầy khô, da nhăn nheo, và phân màu vàng dính tại vùng hậu môn (100%). Dạ dày lợn 

có xu hướng căng phồng, chứa sữa chưa tiêu hóa cùng với chất lợn cợn màu vàng và 
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nhiều bọt (100%). Thành ruột mỏng hơn bình thường, trong khi một số cơ quan nội 

tạng như hạch màng treo ruột có dấu hiệu xuất huyết (73,91%), gan phình to 

(58,69%), túi mật căng (65,21%), và phổi sưng tụ huyết (71,74%). Ngoài ra, hiện 

tượng nhung mao ruột non ngắn lại và hợp nhất khi kiểm tra bằng kính hiển vi cũng 

được ghi nhận. Bằng kỹ thuật hóa mô miễn dịch (IHC), kháng nguyên PEDV đã được 

phát hiện trong các tế bào biểu mô ở hỗng tràng của những nhung mao bị teo [61]. 

1.2 Chẩn đoán và phòng bệnh do PEDV 

Để chẩn đoán chính xác bệnh tiêu chảy cấp tính trên lợn do virus PEDV gây 

ra, cần thực hiện các phương pháp chẩn đoán chuyên sâu nhằm kiểm soát và ngăn 

chặn dịch bệnh. Các phương pháp chẩn đoán PEDV được chia thành hai nhóm chính: 

lâm sàng và phòng thí nghiệm. 

1.2.1. Chẩn đoán lâm sàng  

Chẩn đoán lâm sàng chủ yếu dựa trên việc quan sát các triệu chứng tiêu biểu 

của bệnh tiêu chảy cấp tính trên lợn, chẳng hạn như tiêu chảy nước, nôn mửa, mất 

nước, và giảm cân nhanh chóng. Đối với lợn con dưới một tuần tuổi, tỷ lệ tử vong có 

thể lên tới 100%. Tuy nhiên, vì các triệu chứng của PEDV có thể giống với những 

bệnh đường ruột khác như Transmissible Gastroenteritis (TGE), nên việc chẩn đoán 

lâm sàng chỉ là bước sơ bộ và cần được xác minh thông qua các xét nghiệm trong 

phòng thí nghiệm [60]. 

1.2.2. Chẩn đoán phòng thí nghiệm  

Các phương pháp xét nghiệm trong phòng thí nghiệm được áp dụng để xác 

định sự hiện diện của PEDV trong các mẫu bệnh phẩm như phân, mô ruột, hoặc dịch 

tiết. Những phương pháp thường được sử dụng bao gồm: 

RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) RT-PCR là 

phương pháp hàng đầu để chẩn đoán PEDV, nhờ khả năng khuếch đại các đoạn gen 

đặc hiệu của virus từ các mẫu bệnh phẩm. Phương pháp này rất nhạy và chính xác, 

cho phép phát hiện PEDV ngay cả khi lượng virus trong mẫu rất thấp. Đây là phương 

pháp tiêu chuẩn trong việc xác nhận các trường hợp nhiễm PEDV. 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ELISA được sử dụng để phát 

hiện kháng thể chống lại PEDV trong huyết thanh của lợn, giúp theo dõi quá trình 

nhiễm virus hoặc đáp ứng sau tiêm vaccine. Dù ELISA là công cụ hỗ trợ quan trọng, 

nó thường được sử dụng như một phương pháp bổ sung trong chẩn đoán, đặc biệt khi 

xác định bệnh ở giai đoạn cấp tính. 

Miễn dịch huỳnh quang (Immunofluorescence Assay - IFA) IFA là phương 

pháp sử dụng kháng thể gắn huỳnh quang để phát hiện sự hiện diện của PEDV trong 

tế bào nhiễm. Khi quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang, tế bào nhiễm sẽ phát sáng 
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nếu có sự hiện diện của virus. Dù có giá trị trong việc xác định vị trí của virus trong 

mô, phương pháp này yêu cầu kỹ thuật cao và ít được sử dụng rộng rãi như RT-PCR. 

Phân lập virus Phương pháp phân lập virus từ mẫu bệnh phẩm trên các dòng 

tế bào nhạy cảm là một kỹ thuật truyền thống và quan trọng trong việc chẩn đoán và 

nghiên cứu PEDV. Tuy nhiên, phương pháp này đòi hỏi nhiều thời gian và điều kiện 

nuôi cấy đặc biệt, nên thường không được sử dụng phổ biến trong chẩn đoán lâm 

sàng hàng ngày [60]. 

1.2.3. Vệ sinh phòng bệnh 

Cần áp dụng các biện pháp an toàn sinh học như kiểm soát ra vào trang trại, 

hạn chế việc ra vào trang trại của người và phương tiện, đồng thời đảm bảo tất cả đều 

tuân thủ nghiêm ngặt các biện pháp khử trùng. Phương tiện vận chuyển thức ăn, lợn 

hoặc chất thải phải được làm sạch và khử trùng trước khi vào khu vực chăn nuôi. 

PEDV được biết là vẫn tồn tại trên các phương tiện vận chuyển lợn, đặc biệt là nếu 

không được khử trùng sau khi sử dụng để vận chuyển [57]. Duy trì chuồng trại sạch 

sẽ, khô thoáng và vệ sinh thường xuyên. Việc thay lót chuồng và khử trùng bằng các 

hóa chất phù hợp là cần thiết để loại bỏ mầm bệnh. Sử dụng nguồn thức ăn và nước 

uống đảm bảo vệ sinh, không bị nhiễm bẩn. Tránh sử dụng nguồn thức ăn không rõ 

ràng hoặc có nguy cơ bị nhiễm PEDV. Các báo cáo trước đây ghi nhận có sự lây 

nhiễm chéo giữa các phương tiện vận chuyển của trang trại tại các lò mổ [57, 62]. 

Việc tiêm vaccine cho lợn nái mang thai và lợn con theo lịch trình khuyến cáo 

là quan trọng để tạo miễn dịch chống lại virus PEDV, từ đó tăng cường khả năng 

phòng bệnh cho đàn lợn. Trong trường hợp có nguy cơ dịch bùng phát hoặc khi phát 

hiện lợn nhiễm bệnh, cần tiến hành tiêm phòng bổ sung để tăng cường khả năng bảo 

vệ cho đàn lợn [60].  

Lợn mới đưa vào trại phải được cách ly và theo dõi sức khỏe trong ít nhất 2 

tuần trước khi nhập đàn chính thức, nhằm ngăn ngừa nguy cơ mang mầm bệnh vào 

trang trại. Lợn bị nhiễm hoặc nghi ngờ nhiễm PEDV cần được cách ly và điều trị 

riêng biệt để ngăn chặn sự lây lan. Phải thường xuyên kiểm tra và giám sát sức khỏe 

của đàn lợn để kịp thời phát hiện và xử lý các triệu chứng của PEDV, đồng thời tiến 

hành các xét nghiệm định kỳ để phát hiện sự hiện diện của virus PEDV, kể cả khi 

chưa có biểu hiện lâm sàng rõ ràng, nhằm đảm bảo kiểm soát dịch bệnh hiệu quả. 

Nếu có lợn chết, cần xử lý xác lợn theo quy trình khử trùng nghiêm ngặt để tránh phát 

tán virus ra môi trường [60]. 

1.2.4. Phòng bệnh bằng vaccine 

Để kiểm soát hiệu quả PEDV, việc cho lợn nái tiếp xúc có chủ ý với nội tạng 

xay nhuyễn từ lợn bị nhiễm PEDV đã được đề xuất từ lâu. Tuy nhiên, những tác dụng 
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phụ của phương pháp này, bao gồm tỷ lệ thai bị khô tăng cao và nguy cơ lây nhiễm 

các mầm bệnh khác, đã được ghi nhận [63]. 

Tại Việt Nam, một số loại vaccine đã được sử dụng để phòng chống virus tiêu 

chảy cấp ở lợn (PEDV), bao gồm cả vaccine giảm độc lực và vaccine bất hoạt. Những 

vaccine này được tiêm cho lợn nái và lợn con nhằm giảm thiểu sự lây lan và tác động 

của dịch bệnh. Bao gồm vaccine “Avac PED live” nhập khẩu (công ty AVAC, Việt 

Nam) và vaccine “PED Pig VAC” nhược độc nhập khẩu từ Daesung Microbiological 

Labs (Hàn Quốc), cả hai đều được sản xuất bằng chủng G1a-SM98 của Hàn Quốc 

(GU937797/ KOR/SM98/2010). Ngoài ra, vaccine bất hoạt cũng đã được sử dụng, 

bao gồm cả “Provac TP” kết hợp, được sản xuất bằng chủng SM98P gây bệnh tiêu 

chảy dịch ở lợn và chủng 175L gây bệnh viêm dạ dày ruột truyền nhiễm, nhập khẩu 

từ KOMIPHARM International Co., Ltd (Hàn Quốc), cũng như vaccine PED trong 

nước do công ty HANVET sản xuất tại Việt Nam 

(http://hanvet.com.vn/vn/Scripts/default.asp chủng vaccine giảm độc lực CV777 

(JN599150), AJ1102 (MK584552) và Korea/SM98-5P/1998 (KJ857455), được sử 

dụng trên toàn cầu để tiêm chủng, ngoài những thay đổi aa được tìm thấy trong các 

nghiên cứu trước đây [22, 26]. Tuy nhiên, các chủng phân lập gây ra dịch bệnh ở Việt 

Nam hiện nay là các biến thể thuộc genotype G2 mới trong khi các loại vaccine hiện 

có được sản xuất từ các chủng phân lập thuộc nhóm các biến thể cổ điển (G1a), khác 

biệt về mặt di truyền so với các biến thể mới. Do đó, vaccine được sản xuất từ các 

biến thể cổ điển có thể không cung cấp giải pháp đầy đủ để kiểm soát thành công 

PEDV tại Việt Nam. Một loại vaccine được sản xuất từ PEDV biến thể mới kết hợp 

với đường dùng thích hợp có thể được sử dụng để kiểm soát thành công PED tại Việt 

Nam. 

1.3. Tình hình nghiên cứu PEDV trên thế giới và Việt Nam 

1.3.1. Tình hình nghiên cứu PEDV trên thế giới 

Trên thế giới, do bệnh tiêu chảy trên lợn gây thiệt hại kinh tế đáng kể nên các 

nghiên cứu về PEDV được quan tâm nghiên cứu tại nhiều quốc gia. Tại Trung Quốc, 

nghiên cứu của Wang và cộng sự năm 2021, đã phân tích 186 trình tự gen S và trình 

tự toàn bộ hệ gen của các chủng PEDV phân lập trong giai đoạn 2007–2019. Kết quả 

ghi nhận các biến thể của protein G2 S có thể làm tổn hại hoặc thậm chí loại bỏ hoạt 

động trung hòa của kháng thể do protein GI S tạo ra trong các chủng vaccine truyền 

thống được sử dụng ở Trung Quốc. Đáng chú ý, kết quả nghiên cứu đã ghi nhận được 

các hiện tượng tái tổ hợp gen tiềm năng ở 28 vị trí  trong gen S, dẫn đến sự xuất hiện 

của nhánh tiến hóa mới là phân nhóm G1c tại Trung Quốc [64].   

http://hanvet.com.vn/vn/Scripts/default.asp
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 Tại Thái Lan, Cheun-Arom và cộng sự năm 2016 đã phân lập được hai chủng 

PEDV là CBR1/2014 và EAS1/2014. Kết quả phân tích phả hệ nguồn gốc dựa trên 

dữ liệu hệ gen hoàn chỉnh cho thấy chủng CBR1/2014 thuộc cùng nhóm với các biến 

thể đại dịch; và chủng EAS1/2014 thuộc cùng nhóm với các chủng CV777, LZC và 

SM98 là biến thể cổ điển [17]. 

 Kết quả của Huang và cộng sự (2013) khi phân tích so sánh vùng NTD của 

nhóm G1 và G2 ngta phát hiện ra có nhiều sự thay đổi axit amin, đồng thời vùng xóa 

thứ hai (DR2-deletion region 2) có mức độ thay đổi kháng nguyên cao hơn vùng xóa 

thứ nhất DR1 (deletion region 1) và có vị trí glycosyl hóa liên kết N riêng biệt, mặc 

dù DR1 có độ biến thiên trình tự cao hơn. Chính vì vậy, vaccine PEDV giảm độc lực 

dựa trên các chủng G1a có nguồn gốc từ CV777 hoặc các chủng G1b có nguồn gốc 

từ DR13 có thể ít liên quan về mặt kháng nguyên hơn với các chủng PEDV G2 mới 

xuất hiện có biến thể kháng nguyên trong NTD [65]. 

1.3.2. Tình hình nghiên cứu PEDV tại Việt Nam 

Tại Việt Nam, các báo cáo trong những năm gần đây tập trung vào chẩn đoán, 

phân lập, nghiên cứu tình hình dịch tễ, triệu chứng và đặc điểm phân tử của các chủng 

PEDV đang lưu hành. 

Nghiên cứu của Lương Trọng Thắng và cộng sự năm 2020 ghi lại các triệu 

chứng đặc trưng của PEDV gồm lợn tiêu chảy, phân chuyển sang màu vàng hoặc 

xám, ủ rũ  mệt mỏi, nằm dồn đống hoặc nằm trên bụng mẹ (100%); 82,6% cho thấy 

cân năng giảm nhanh , lợn tiêu thụ nhiều  nước  được quan sát thấy khoảng 60,86%, 

thân nhiệt giảm và nôn mửa đều quan sát thấy ở 54,34% lợn bệnh. Các bệnh tích đại 

thể được ghi lại gồm xác lợn chết khô gầy, da nhăn nheo, lớp phân màu vàng dính 

bết ở hậu môn được quan sát thấy ở 100% trường hợp, kiểm tra dạ dày phát hiện sữa 

mẹ chưa tiêu hoá, chất chứa màu vàng lợn cợn và nhiều bọt, đồng thời ghi nhận ruột 

có thành ruột mỏng (100%), các cơ quan lân cận như phổi, túi mật, gan đều có biểu 

hiện sưng và tụ huyết [61] 

Mai Thị Ngân và công sự 2020 đã nghiên cứu và xác định các nguyên nhân 

chính dẫn đến sự bùng phát PEDV bao gồm: hình thức chăn nuôi lợn đẻ đến khi cai 

sữa khiến nguy cơ lây nhiễm PEDV cao gấp 3,35 lần so với các hệ thống chăn nuôi 

khác, sự xuất hiện của gà hoặc các động vật khác trong trang trại làm phương tiện lây 

nhiễm virus và khoảng cách từ trang trại đến lò mổ càng ngắn thì tỷ lệ lây nhiễm 

PEDV càng cao[28]. 

Văn Thị Thân và cộng sự 2020 đã thu thập tổng cộng 30 chủng PEDV từ cả 

ba miền bắc, trung, nam của Việt Nam. Nghiên cứu đã cung cấp thông tin về sự lưu 



14 

hành và phân bố di truyền của virus khi kết quả thu được có 28 chủng tại miền bắc 

và miền trung thuộc phân nhóm G2a và G2b, trong khi hai chủng còn lại từ miền nam 

thuộc phân nhóm G1b, các vị trí N-glycosyl hóa và đột biến quan trọng ở vùng gen 

kháng nguyên virus cũng được ghi nhận [26].  

Trần Xuân Thạch và cộng sự (2021) đã giải trình tự toàn bộ hệ gen của chủng 

IBT/VN/2018 phân lập tại tỉnh Hưng Yên, đồng thời phân tích các đột biến ở gen S, 

N và ORF3 có thể ảnh hưởng đến tính đặc hiệu của thụ thể, tính gây bệnh của virus 

và khả năng trốn tránh hệ thống miễn dịch của vật chủ [66].  

Gần đây nhất là nghiên cứu của Bùi Thị Thùy Dương và cộng sự (2022) đã 

thu thập các chủng thực địa ở các tỉnh phía Bắc gồm: Thanh Hóa, Vĩnh Phúc, Nam 

Định, Hưng Yên và Hải Dương. Kết quả cho thấy trong 26 chủng PEDV của Việt 

Nam có 16 chủng thuộc genotype G2b (19/26 = 73,1%) Chúng được xếp vào một 

nhóm với chủng tham chiếu MK584552/CN/AJ1102(F12)/2011 và sáu chủng G2b 

của Việt Nam và ba chủng G2b của Trung Quốc đã được báo cáo trước đó. Chín trong 

số các chủng này thuộc cùng một nhánh G2b với chủng vaccine AJ1102 cổ điển, 

trong khi 10 chủng thuộc một cụm khác bao gồm các chủng G2b của Việt Nam phân 

lập từ năm 2014 đến năm 2016 . Bảy chủng còn lại tập hợp thành một nhóm phụ riêng 

biệt (7/26 = 26,9%). Không có chủng nào trong số 26 chủng từ nghiên cứu hiện tại 

được xếp vào cụm G2a hoặc G1c (hoặc tái tổ hợp)[67]. 
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CHƯƠNG 2: ĐỐI TƯỢNG, NỘI DUNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN 

CỨU 

2.1. Đối tượng, vật liệu và phạm vi và thời gian nghiên cứu  

2.1.1. Đối tượng và vật liệu nghiên cứu 

Đối tượng nghiên cứu là chủng virus PEDV phân lập từ phân và niêm mạc 

ruột non của lợn con bị mắc bệnh tại tỉnh Hưng Yên năm 2023.  

Mẫu bệnh phẩm được mổ khám tại trang trại, thu mẫu và bảo quản lạnh trước 

khi chuyển đến phòng Miễn dịch học - Viện Công nghệ Sinh học – Viện Hàn lâm 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam. Tại phòng thí nghiệm, mẫu bệnh phẩm được xử 

lý và bảo quản ở -20℃.  

2.1.2. Phạm vi nghiên cứu  

Thu nhận và giải trình tự toàn bộ hệ gen của chủng virus PEDV thu nhận tại 

tỉnh Hưng Yên. 

2.1.3. Địa điểm và thời gian nghiên cứu  

- Địa điểm thu mẫu: trang trại chăn nuôi lợn tại Hưng Yên 

- Địa điểm phân tích mẫu: Phòng Miễn dịch học - Viện Công nghệ Sinh học - Viện 

Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

- Thời gian thực hiện: từ tháng 2/2024 đến tháng 9/2024. 

2.1.4. Các dụng cụ và thiết bị 

Máy móc, dụng cụ và thiết bị dùng trong sinh học phân tử của phòng thí 

nghiệm của phòng Miễn dịch học - Viện Công nghệ Sinh học - Viện Hàn lâm Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam bao gồm: Eppendorf các thể tích, đầu tip các loại, kẹp, 

phanh, kéo cắt mẫu, ống falcol, đĩa petri, cối, chày sứ…Các thiết bị sử dụng trong 

nghiên cứu bao gồm : Máy PCR (Astec (Mỹ)); Nồi hấp khử trùng (Nhật Bản); Tủ an 

toàn sinh học (Esco (Đức); Máy soi gel Dolphin – DOC (Wealtec (Mỹ)); Máy vortex 

(Wisteg (Hàn quốc)); Máy ly tâm (Eppendorf (Đức)); Máy spin (Bio - rad (Mỹ)); Cân 

điện tử (Shimadzu (Nhật Bản)); Bể ổn nhiệt (Bio - rad (Mỹ)); Tủ đông lạnh sâu -

20oC, -50oC, -80oC (Sanyo (Nhật Bản)); Bể điện di (Bio - rad (Mỹ)); Lò vi sóng 

(Samsung (Hàn Quốc)) 

2.1.5. Hóa chất 

Các loại hóa chất sử dụng trong nghiên cứu bao gồm : dimethyl sulfoxide 

(Thermo Scientific); agarose (Invitrogen (Mỹ)); TAE (BioTech (Mỹ)); ethanol 96% 

(Trung Quốc); 6X Loading Dye (Thermo Scientific (Mỹ)); λ DNA/HindIII (Thermo 

Scientific (Mỹ)); DreamTaq PCR master mix 2X; non - nuclease water (Thermo 

Scientific (Mỹ)); DEPC water (Ambion (Mỹ)); Ethidium bromide (Promega (Mỹ)); 
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GeneJET gel extraction kit, GeneJET genomic DNA purification Kit, GeneJET PCR 

purification Kit (Thermo) Scientific).  

Bảng 2.1. Bộ mồi tự thiết kế dùng cho phản ứng PCR 

Tên mồi Trình tự (5’….3’) Độ dài 

(nt) 

Kích 

thước 

Chú thích 

PEDVF TTCTGAGTCACGAACAGCCA 20 651 bp Mồi chẩn đoán 

PEDVR CATATGCAGCCTGCTCTGAA 20 651 bp Mồi chẩn đoán 

PEDVS1F GCTAGTGCGTAATAATGACGCCA 23 2,4 kb Mồi thu nhận gen S1 

PEDVS1R ACAGAGCCTGTGTTGGTGTA 20 2,4 kb Mồi thu nhận gen S1 

2.2. Phương pháp nghiên cứu  

2.2.1. Sơ đồ nghiên cứu  

Để thu nhận toàn bộ hệ gen virus PEDV chúng tôi tiến hành các thí nghiệm 

theo sơ đồ sau đây: 

 

Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu 

2.2.2. Phương pháp thu thập mẫu bệnh phẩm  

Mẫu bệnh phẩm là phân và niêm mạc ruột của lợn bệnh khoảng 2 đến 3 tuần 

tuổi có triệu chứng nhiễm PEDV tại trang trại thuộc tỉnh Hưng Yên. Mẫu bệnh phẩm 

được thu thập thông qua quá trình mổ khám tại trang trại, sau đó bảo quản lạnh trước 

khi chuyển đến Phòng Miễn dịch học, Viện Công nghệ Sinh học. Tại phòng thí 
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nghiệm, mẫu bệnh phẩm được xử lý và bảo quản ở -20℃ cho đến khi sử dụng để tách 

chiết RNA tổng số hoặc phân lập virus.  

2.2.3. Phương pháp tách chiết RNA tổng số 

Sử dụng bộ kit tách RNA tổng số QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Đức). 

Quy trình tách RNA tổng số được thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất: 

Bước 1: Bổ sung  554,5µl Buffer AVL vào ống carrier RNA 

Bước 2: Bổ sung 150µl mẫu vào ống carrier RNA đã chuẩn bị ở bước 1.  

Bước 3: Ủ nhiệt độ phòng (15 – 25oC) trong 10 phút. Ly tâm để dịch không dính nắp 

Bước 4: Thêm 560µl EtOH (abs) sau đó vortex nhẹ trong 15 giây.  

Bước 5: Chuyển cột ly tâm 12000 vòng/ phút. Bỏ dịch phía dưới ống hứng 

Bước 6: Thêm 500µl Wash Buffer 1. Ly tâm 12000 vòng/phút. Bỏ dịch ở ống hứng. 

Bước 7: Thêm 500µl Wash Buffer 2. Ly tâm 12000 vòng/phút. Bỏ dịch ở ống hứng. 

Bước 8: Ly tâm làm khô 2 phút, chuyển cột sang ống thu 

Bước 9: Bổ sung 30µl Buffer AVE, đợt 2 phút. Ly tâm 12000 vòng/ phút 

Bước 10: Bảo quản -20oC 

2.2.4. Phương pháp chuyển đổi cDNA 

DNA bổ sung (cDNA) được tổng hợp theo phương pháp chuyển đổi từ RNA 

hệ gen của virus bằng bộ kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo, Mỹ) 

theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

Thành phần phản ứng với tổng dung tích 20 μl gồm có: 2 μl (100 ng/μl) RNA 

tổng số; 1 μl (100 picromol/μl) mồi hexamer; 2 μl dNTP mix (10 mM); 4 μl 5X 

Reaction buffer (250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM 

DTT); 2 μl M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/µL) và 1 μl RiboLock Rnase 

Inhibitor (20 U/μl), nước DEPC cho vừa đủ 20 μl; Phản ứng chuyển đổi được thực 

hiện: 25oC/5 phút, 37oC/60 phút và kết thúc ở 70oC/5 phút. Sản phẩm cDNA được 

bảo quản ở điều kiện -20oC cho đến khi sử dụng để thực hiện phản ứng PCR. 

2.2.5. Phương pháp PCR 

Trong phương pháp này chúng tôi sử dụng bộ kit “DreamTaq PCR Master Mix 

(2X)” (hãng ThermoFisher, Mỹ).  

Tiến hành: phản ứng PCR được thực hiện với các thành phần và chu trình nhiệt 

trong bảng 2.2 và 2.3. 

Bảng 2.2. Thành phần phản ứng PCR 

Thành phần Thể tích 

Dream taq PCR Master Mix (2X) 25 µl 

DMSO 2 µl 

Forward primer (mồi xuôi) 2  µl 
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Reverse primer (mồi ngược) 2 µl 

Khuôn cDNA 3 µl 

H2O 16 µl 

Tổng thể tích 50µl 

 

Bảng 2.3. Chu trình nhiệt của phản ứng PCR 

Nhiệt độ - Thời gian Số chu kì 

95℃ - 5 phút 1 

95℃ – 30 giây  

35 55℃ – 30 giây 

72℃ - 3 phút 

72℃ - 10 phút 1 

4℃ - ∞ Bảo quản 

 

Khi phản ứng kết thúc lấy 10 µL sản phẩm điện di gel agarose 1% kiểm tra  

Ghi chú: trong nghiên cứu này chúng tôi thực hiện phản ứng PCR với mạch 

khuôn là cDNA được tổng hợp từ RNA tổng số tách chiết từ các mẫu nghiên cứu. 

Bảng 2.4. Danh sách các mồi được sử dụng trong phản ứng giải trình tự [68] 

STT Tên mồi Trình tự Độ dài 

1 186-2055-F 5′-GCGTTCCGTCGCCTTCTACATAC-3' 1870 

2 186-2055-R 5′-TTATAAACAGGATGTTCAATGA-3' 

3 1960-4005-F 5′-CAGTTGTTGTTGATGGACTTGC-3' 2046 

4 1960-4005-R 5′-CCACTATCATTGCCTATAAAAG-3' 

5 3925-5998-F 5′-TCGAGATACTACTGCTCTCTCC-3' 2074 

6 3925-5998-R 5′-TCCATCATACACCATACCAGTG-3' 

7 5922-7969-F 5′-CATTCCTAGATAATGGTAACGG-3' 2048 

8 5922-7969-R 5′-ATCATAATCGCTATCACTGCTA-3' 

9 7893-9941-F 5′-TGTTCATAGTTGCTGTTTTCTT-3' 2049 

10 7893-9941-R 5′-TAAGCCACCAAGTAGAACCATT-3' 

11 9869-11925-F 5′-AGTAGTCTGTTTACGGAGAATG-3' 2057 

12 9869-11925-R 5′-ATGCCATCTCCTTCTGCCTTAA-3' 

13 11845-13885-F 5′-GCGTATTGTCAAGCTCCAGAAT-3' 2041 

14 11845-13885-R 5′-AAGTAAGCTCAGAGCCCTCAGA-3' 

15 13808-15857-F 5′-AACCTGGCCATTTCAATAAGGA-3' 2050 

16 13808-15857-R 5′-TCTTTAGGTCCTACAACCTCAT-3' 
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17 15781-17829-F 5′-ACTATCAAGGCCAAGGAGGAGA-3' 2049 

18 15781-17829-R 5′-CGTATGCAGCGCACTATTGTAA-3' 

19 17759-19825-F 5′-TCAAGATTGGACCAAGTAAGAG-3' 2067 

20 17759-19825-R 5′-CAGCACCATAGTTATAGAGATT-3' 

21 19750-21810-F 5′-GGTTATTCCATGCCTTCTATTT-3' 2061 

22 19750-21810-R 5′-GAGGTAAAACAGCCAAGAATTT-3' 

23 21729-23770-F 5′-GCTATCCAAGTACCCTATTATTG-3' 2042 

24 21729-23770-R 5′-CCCTGCGAATTAACAACCTCTT-3' 

25 23707-25755-F 5′-CTAAGGGTTTGAACACTGTGGC-3' 2049 

26 23707-25755-R 5′-GATATTCCATGTGAAATTCCAG-3' 

27 25688-27848-F 5′-ATGTCTAACGGTTCTATTCCCG-3' 2161 

28 25688-27848-R 5′-CCACTGGCTTACCGTTGTGTGC-3' 

 

2.3.6. Phương pháp điện di kiểm tra sản phẩm PCR 

Bước 1: Chuẩn bị gel điện di: Cân 1g agarose để chuẩn bị gel agarose 1%, sau đó 

thêm 100 ml dung dịch TAE 1X vào. Đun nóng hỗn hợp trong lò vi sóng cho đến khi 

agarose tan hoàn toàn và dung dịch trở nên trong suốt. Để dung dịch nguội đến khoảng 

50°C, sau đó đổ vào khuôn gel đã chuẩn bị sẵn. 

Bước 2: Đặt gel vào bể điện di: Đổ đệm TAE 1X vào bể điện di ngập bản gel. 

Bước 3: Chuẩn bị mẫu: Trộn 2 µl dung dịch loading dye 6X với 10 µl mẫu. Chuyển 

hỗn hợp mẫu đã trộn vào giếng trên gel điện di, sử dụng 1 giếng cho marker (5 µl). 

Marker Lambda DNA/HindIII từ Thermo Scientific được sử dụng trong thí nghiệm. 

Bước 4: Tiến hành điện di ở hiệu điện thế 110V trong khoảng 25-30 phút. 

Bước 5: Nhuộm và đọc kết quả: Sau khi điện di xong, bản gel được nhuộm trong 

dung dịch Ethidium Bromide khoảng 10 phút, sau đó kết quả được đọc bằng máy soi 

gel. Sản phẩm PCR được kiểm tra trên gel agarose 1%, sử dụng Lambda 

DNA/HindIII Marker từ Thermo để dự đoán kích thước của đoạn DNA trong khoảng 

từ 125 bp đến 23.130 bp. 

2.3.7. Phương pháp tinh sạch sản phẩm PCR 

Đối với các sản phẩm PCR đơn băng: Sử dụng bộ kit "GeneJET PCR 

Purification" của ThermoFisher (Mỹ) để tinh sạch sản phẩm PCR: 

Bước 1: Thêm đệm Binding vào sản phẩm PCR theo tỉ lệ 1:1 và trộn đều. Kiểm tra 

màu sắc của dung dịch, nếu dung dịch có màu vàng tức là đạt pH tối ưu. Nếu dung 

dịch có màu cam hoặc tím, thêm 10 µl dung dịch acetate 3M để điều chỉnh. 

Bước 2: Chuyển tối đa 800 µl dung dịch từ bước 1 (hoặc bước 2) vào cột tinh sạch 

GeneJET và ly tâm từ 30 đến 60 giây. Loại bỏ dung dịch chảy ra từ ống thu. 
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Bước 3: Thêm 700 µl đệm rửa vào cột và ly tâm từ 30 đến 60 giây. Loại bỏ dịch chảy 

xuống và đặt cột lại vào ống thu. 

Bước 4: Ly tâm cột thêm 1 phút để loại bỏ hoàn toàn đệm rửa còn sót lại 

Bước 5: Chuyển cột sang một ống thu sạch, mới (ống 1,5 ml). Thêm 50 µl đệm 

Elution vào tâm màng của cột tinh sạch GeneJET và ly tâm khoảng 1 phút.  

Bước 6: Bỏ cột và bảo quản ống thu chứa sản phẩm PCR đã tinh sạch ở -20℃. 

           Với sản phẩm PCR đa băng, sử dụng bộ GeneJET Gel Extraction kit: 

Bước 1: Cắt phần gel chứa mảnh DNA bằng dao mổ sạch hoặc lưỡi dao cạo, cắt càng 

gần DNA càng tốt để giảm thiểu thể tích gel. Đặt miếng gel cắt được vào ống 

eppendorf 1,5 ml đã được cân trước và cân lại để xác định khối lượng miếng gel. 

Bước 2: Thêm 1:1 thể tích đệm Binding vào ống chứa miếng gel (thể tích : khối 

lượng) (ví dụ: thêm 100 µl đệm Binding cho mỗi 100 g gel agarose). 

Bước 3: Ủ hỗn hợp gel ở 50 - 60℃  đến khi miếng gel tan hoàn toàn. Đảo ống vài 

phút một lần để tạo điều kiện quá trình tan gel. Vortex hỗn hợp gel trước khi chuyển 

vào cột. Màu vàng biểu thị pH tối ưu để gắn DNA. Nếu dung dịch màu cam hoặc tím, 

thêm 10 µl natri acetate 3M, dung dịch pH 5,2 và lắc đều.để màu chuyển vàng. 

Bước 4: Chuyển tối đa 800 µl dung dịch gel đã hòa tan từ bước 3 vào cột tinh sạch 

GeneJET. Ly tâm trong 1 phút. Bỏ dịch chảy xuống ống thu và đặt cột trở lại ống thu  

Bước 5: Thêm 100 µl đệm Binding. Ly tâm 1 phút. Bỏ dịch chảy, đặt cột lại ống thu. 

Bước 6: Thêm 700 µl Wash Buffer. Ly tâm 1 phút,bỏ dịch chảy, đặt cột lại ống thu. 

Bước 7: Ly tâm cột rỗng thêm 1 phút để loại bỏ đệm rửa còn sót lại. 

Bước 8: Chuyển cột vào một ống eppendorf 1,5 ml sạch. Thêm 50 µl đệm Elution 

vào tâm màng cột tinh sạch. Ly tâm 1 phút. 

Bước 9: Bỏ cột và bảo quản DNA đã tinh sạch ở -20℃. 

2.3.8. Dòng hóa DNA sản phẩm PCR 

Nguyên lí của dòng hoá: là gắn nối (ligation) một đoạn DNA ngoại lai (thường 

là sản phẩm PCR/RT-PCR) vào trong hệ gen của một vòng DNA đã được thiết kế sẵn 

gọi là plasmid mang (hay vector dẫn truyền), tạo ra vector tái tổ hợp và được chuyển 

nạp (transformation) vào tế bào chủ thích ứng (thường là tế bào E. coli thuần chủng) 

tạo dòng tái tổ hợp. Sau khi chuyển nạp tiến hành nuôi cấy để nhân lên và chọn lọc 

vi khuẩn tái tổ hợp theo hai cơ chế: cơ chế X-gal và cơ chế kháng sinh loại trừ những 

vi khuẩn không tái tổ hợp, nhằm thu được số lượng lớn các bản sao DNA ngoại lai 

(vector tái tổ hợp). Tách chiết các khuẩn lạc đơn dòng để thu lượng DNA ngoại lai 

được nối vào vector bằng phản ứng cắt với enzym giới hạn (restriction enzyme). 

Nối sản phẩm PCR vào plasmid vector: Do sản phẩm PCR (sử dụng enzyme 

Taq DNA polymerase xúc tác tổng hợp) thông thường được gắn thêm Adenine (A) ở 
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đầu 3’, nên khi nối với vector có đầu lồi là Thymine (T) đã được các hãng sinh phẩm 

thiết kế từ trước, thì hai nucleotide này sẽ gắn nối bổ sung cho nhau nhờ enzym nối 

T4-DNA ligase hoặc enzym topoisomerase. Các vector thường được sử dụng để nối 

ghép (ligation) sản phẩm PCR/RT-PCR vào vector là pCR2.1 hay pCR2.1®TOPO 

(Invitrogen) (Hình 2.2). 

 

Hình 2.2. Cấu trúc vector pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) 

Vị trí để nối sản phẩm PCR vào được bố trí ở trong chuỗi gen lacZ, gen mã 

hóa và sản xuất enzym β-galactosidase, có tác dụng xúc tác thủy phân với X-gal để 

tạo dẫn chất có màu xanh. Vi khuẩn không mang plasmid tái tổ hợp sẽ tạo nên khuẩn 

lạc xanh. Khi sản phẩm được nối thành công, thì đoạn DNA ngoại lai làm bất hoạt 

gen lacZ không cho nó sản xuất ra enzym β-galactosidase, nên vi khuẩn mang plasmid 

tái tổ hợp sẽ không có enzym phân hủy cơ chất X-gal và khuẩn lạc sẽ màu trắng khi 

nuôi trên môi trường có chứa X-gal. Thành phần phản ứng nối sản phẩm PCR vào 

vector pCR® 2.1-TOPO ở bảng 2.5. 

Bảng 2.5. Thành phần của phản ứng nối sản phẩm PCR vào vector pCR® 2.1-TOPO 

Thành phần phản ứng Thể tích 

H2O 2 μl 

Buffer ligation 10X 2 μl 

Sản phẩm PCR 1 μl 

Vector pCR 2.1-TOPO (25ng/ μl) 1 μl 

Tổng 6 μl 

*  Chuyển nạp vector tái tổ hợp vào tế bào khả biến: 

Bước 1: Lấy 5μl sản phẩm nối nói trên cho vào 50-100μl tế bào khả biến E. coli DH5α 

(108 – 109 tế bào/ml), ủ trên đá trong 45 phút. 

Bước 2: Sốc nhiệt ở 42oC trong 45 giây, rồi ngay lập tức ủ vào trên đá trong 2 phút.  

Bước 3: Bổ sung thêm 150μl môi trường dinh dưỡng SOC, lắc ống tế bào với tốc độ 

200 vòng/phút trong 1 giờ ở 37oC để các tế bào ổn định và nhân lên trong vài chu kỳ  
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Bước 4: Sản phẩm chuyển nạp được trải đều trên đĩa thạch LB-agar (Luria – Bertani) 

1,5% có bổ sung 100μl kháng sinh Kanamycin (40mg/ml) và 200μl X-gal (40mg/ml), 

ủ các đĩa thạch ở tủ ấm 37oC ít nhất là 18 - 20 giờ. 

Sau thời gian trên, tiến hành chọn lọc và nuôi cấy vi khuẩn tái tổ hợp. 

*  Chọn lọc khuẩn lạc và nuôi cấy trong môi trường lỏng:   

- Khuẩn lạc màu trắng trên môi trường LB agar (Luria – Bertani) được lựa chọn nuôi 

cấy trong các ống chứa 5 ml môi trường LB lỏng. 

- Bổ sung 5µl Kanamycin để chọn lọc dòng có mang gen kháng kháng sinh. 

- Có thể bổ sung thêm X-gal vào môi trường để loại bỏ những ống môi trường có màu 

xanh (do đoạn gen chưa gài vào vector) mà khi chọn lọc khuẩn lạc bị lẫn tạp hoặc khi 

chọn lọc khuẩn lạc có nhân hơi xanh. 

- Sau khi cấy khuẩn lạc, ống môi trường được lắc 200 vòng/phút trong 16 – 20 giờ ở 

37oC cho vi khuẩn nhân lên. 

*Tách DNA plasmid tái tổ hợp: Dùng DNA Plasmid Mini Extraction Kit (BIONEER) 

Bước 1: Lắc đều lọ nuôi cấy, đổ vào ống Eppendorf loại 2 ml sạch, ly tâm 10000 

vòng/phút trong 2 phút để thu tế bào. Sau ly tâm bỏ dịch bên trên, giữ cặn tế bào bên 

dưới (dùng pipet hút hết dịch trong giữ lại cặn tế bào). 

Bước 2: Thêm 250μl dung dịch (1), dùng pipet hút nhẹ lên xuống vài lần cho đều. 

Bước 3: Thêm 250μl dung dịch (2), đậy nắp, trộn bằng cách lắc xuôi ngược. 

Bước 4: Thêm 350μl dung dịch (3), trộn nhẹ nhàng, sau đó đem ly tâm ở 13000 

vòng/phút trong 10 phút, nhiệt độ 4oC. 

Bước 5: Chuyển toàn bộ phần dịch trong bên trên lên trên màng của cột lọc. Ly tâm 

13000 vòng/phút trong 1 phút, bỏ dịch dưới. 

Bước 6: Thêm 500μl dung dịch (D) lên trên màng lọc, để ở nhiệt độ phòng 5 phút, 

sau đó ly tâm 13000 vòng/phút trong 1 phút, bỏ dịch bên dưới. 

Bước 7: Thêm 700μl dung dịch (4) lên màng lọc, ly tâm 13000 vòng/phút trong 1 

phút, bỏ dịch dưới. Ly tâm lại để làm khô cột. 

Bước 8: Chuyển cột sang ống Eppendorf mới, thêm 50µl dung dịch (5) Elution buffer 

lên trên màng lọc, để nhiệt độ phòng 2 phút, ly tâm 13000 vòng/phút trong 1 phút,  

*  Kiểm tra DNA tái tổ hợp bằng enzym giới hạn EcoRI: 

Thành phần phản ứng cắt  DNA plasmid tái tổ hợp (Bảng 2.6) 

Bảng 2.6. Thành phần của phản ứng cắt DNA tái tổ hợp bằng enzym giới hạn 

EcoRI 

Thành phần phản ứng Thể tích 

Nước 16μl 

Buffer for EcoRI (10X) 2μl 
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Enzym EcoRI 1μl 

DNA plasmid 1μl 

Tổng 20μl 

Hỗn hợp phản ứng trên được trộn đều trong một ống Eppendorf và ủ ở 37oC 

trong 2 giờ cho phản ứng xảy ra. Điện di kiểm tra trên thạch agarose 1%, nếu sản 

phẩm cắt cho kết quả tương ứng với kích thước DNA sản phẩm PCR, thì DNA 

plasmid tái tổ hợp được thu nhận và được giải trình trình tự. 

2.3.9. Phương pháp giải trình tự 

Giải trình tự gen S1: Plasmid tái tổ hợp gen S1 được giải trình tự bằng phương 

pháp Sanger. Chúng tôi thiết kế một mồi bên trong gen S1 (PEDVS-F1: 5’-

AATTGCATTGGTATGCTGC-3’) để giải trình tự. Chuỗi nucleotide được xử lý 

bằng chương trình Seqed1.3, so sánh bằng chương trình AssemblyLIGN1.9 và 

MacVecter8.2 (Accelrys Inc). Các trình tự tương ứng với vùng gen S1 đăng ký tại 

Ngân hàng gen được sử dụng để so sánh đối chiếu với chuỗi gen nghiên cứu, sử dụng 

chương trình GENEDOC2.7 (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/).  

Giải trình tự hệ gen chủng PEDVHY1: Hệ gen chủng được giải trình tự bằng 

hai phương pháp: Giải trình tự toàn bộ hệ gen bằng phương pháp Illumina (Công ty 

TNHH Khoa học KTEST). Đồng thời giải trình tự từng phân đoạn gen bằng phương 

pháp Sanger. 

2.3.10. Phương pháp xử lý số liệu 

GeneDoc 2.7 - Chương trình so sánh và phân tích chuỗi được phát triển cho 

máy tính PC chạy trên hệ điều hành Windows, giúp mở, đọc và phân tích các tệp định 

dạng .msf (multiple sequence file) [69]. Phần mềm này cho phép xác định trình tự 

amino acid của các gen nhân và gen ty thể, và thiết lập cấu hình của các chuỗi đã 

được so sánh để sử dụng trong phân tích phả hệ bằng MEGA.  

MEGA7 - phân tích di truyền tiến hóa phân tử MEGA (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis). Phần mềm này hỗ trợ so sánh các chuỗi gen có cùng 

chức năng từ các chủng thuộc cùng loài hoặc từ các chủng khác loài nhưng thuộc 

cùng giống hoặc chi trong cùng một họ. Điều này giúp xác định mối quan hệ tiến hóa 

và phả hệ ở mức độ di truyền tiến hóa [70]. Trong nghiên cứu này, MEGA phiên bản 

7 được sử dụng với tham số Kimura-2 để mô phỏng sự thay đổi nucleotide, cùng với 

bootstrap 1000 lần để tăng độ tin cậy của kết quả. 
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CHƯƠNG 3: KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả sàng lọc mẫu bệnh phẩm có chứa PEDV 

Ngoài PEDV, ở Việt Nam cũng đã phát hiện sự hiện diện và lây lan của virus 

TGEV và gần đây là porcine deltacoronavirus (PDCoV). Các loại virus này đã được 

chứng minh gây ra các triệu chứng và tổn thương bệnh tích tương tự như bệnh do 

PEDV gây ra, khiến việc chẩn đoán lâm sàng trở nên khó khăn [71, 72]. Do đó, để 

xác định chính xác sự có mặt của PEDV trong các mẫu thu thập (phân hoặc ruột non), 

kỹ thuật PCR đã được áp dụng với các cặp mồi chẩn đoán đặc hiệu. 

Các mẫu bệnh phẩm thu nhận ở các trang trại thuộc tỉnh Hưng Yên được tiến 

hành tách chiết thu nhận RNA tổng số. Mẫu RNA tổng số sau đó được sử dụng làm 

khuôn để thực hiện phản ứng RT-PCR chẩn đoán virus PEDV bằng cặp mồi PEDVF 

– PEDVR (bảng 2.2). Các mẫu dương tính với PEDV sẽ được tiến hành chuyển 

cDNA và thực hiện PCR để thu nhận gen S1. 

Kết quả điện di kiểm tra, chúng tôi phát hiện 5 mẫu dương tính với PEDV, là 

các mẫu cho sản phẩm PCR kích thước khoảng 0,6 kb đúng như dự tính, băng DNA 

có chất lượng tốt, đơn băng (Hình 3.1). 

 

Hình 3.1. Kết quả điện di phát hiện PEDV bằng cặp mồi chẩn đoán PEDVF-PEDVR  

Giếng M: thang DNA chuẩn (DNA của thực khuẩn thể λ được cắt bằng enzyme 

HindIII 

Giếng 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7: kết quả PCR bằng cặp mồi chẩn đoán của các mấu PEDV 

thu nhận tại các trang trại đại diện cho các mẫu nghiên cứu 

M        1        2       3        4        5       6        7

564 bp

2027 bp

0.6 kb
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Trong năm mẫu dương tính, chúng tôi lựa chọn hai mẫu có chất lượng tốt và 

đại diện cho hai trại khác nhau của Hưng Yên (là mẫu số 2 và mẫu số 6) để giải mã 

gen S1.  

3.2. Kết quả thu nhận và giải trình tự gen S1  

Để thu nhận gen S1 hoàn chỉnh, chúng tôi tiến hành thực hiện phản ứng PCR 

sử dụng cặp mồi đặc hiệu PEDVS1F - PEDVS1R (Bảng 2.2), thành phần phản ứng 

và chu trình nhiệt đã được tối ưu (bảng 2.3). Mẫu được ký hiệu là PEDVHY1 và 

PEDVHY2. 

Sản phẩm của phản ứng PCR thu nhận gen S1 hoàn chỉnh được kiểm tra bằng 

điện di trên thạch agarose 1%. Hình 3.2 thể hiện kết quả điện di của sản phẩm PCR 

gen S1 và DNA plasmid tái tổ hợp sau khi được cắt bằng enzyme giới hạn EcoRI. 

Các sản phẩm PCR từ mẫu PEDVHY1 và PEDVHY2 đều biểu hiện chất lượng tốt, 

cho thấy quá trình dòng hóa thành công vào vector pCR2.1. Khi kiểm tra DNA 

plasmid tái tổ hợp bằng cách cắt với enzyme EcoRI, hai băng được quan sát thấy: 

băng đầu tiên có kích thước 3,9 kb tương ứng với vector pCR2.1 và băng thứ hai có 

kích thước khoảng 2,4 kb, bằng với kích thước của sản phẩm PCR gen S1 được dòng 

hóa. DNA plasmid này sẽ được chọn để tiếp tục giải trình tự. 

 

Hình 3.2. Kết quả điện di sản phẩm PCR thu toàn bộ gen S1 của 2 chủng PEDV 

nghiên cứu 

Giếng M: thang DNA chuẩn (DNA của thực khuẩn thể λ được cắt bằng enzyme 

HindIII). 

Hình 3.2A: Giếng 1: kết quả PCR khuếch đại gen S1 của mẫu PEDVHY1; Giếng 

2: kết quả PCR khuếch đại gen S1 của mẫu PEDVHY2 

564 bp

2322 bp

4361 bp

2.4 kb

M  1    2

A B

M        1           2

2.4 kb
3.9 kb

2322 bp

4361 bp
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Hình 3.2B: giếng 1: kết quả điện di DNA plasmid của chủng PEDVHY1 cắt bằng 

enzyme giới hạn EcoRI; Giếng 2: kết quả điện di DNA plasmid của chủng 

PEDVHY2 cắt bằng enzyme giới hạn EcoRI 

DNA plasmid được giải trình tự bằng phương pháp Sanger. Kết quả đã thu 

nhận được toàn bộ gen S1 của hai chủng PEDVHY1, PEDVHY2, gồm 2205 

nucleotide mã hóa cho 735 amino acid.  

Tỷ lệ đồng nhất nucleotide trong gen S1 giữa chủng PEDVHY1 và chủng 

PEDVHY2 cao, 99.66%. Chuỗi nucleotide thu được của mẫu PEDVHY1, PEDVHY2 

được phân tích BLAST lên website của NCBI. Kết quả cho thấy trình tự nucleotide 

thu được thuộc gen S1 của virus PEDV trong nghiên cứu này do có tỷ lệ tương đồng 

cao (trên 97%) với các trình tự nucleotide trên gen S1 của các chủng PEDV đã được 

đăng ký trên ngân hàng gen (Hình 3.3) 
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Hình 3.3. Kết quả BLAST dựa trên gen S1 của chủng PEDVHY1 

  

Kết quả trong hình 3.3 cho thấy, trình tự nucleotide của chủ PEDVHY1 và 

PEDVHY2 có tỷ lệ tương đồng cao nhất đạt 97,51% với 4 chủng PEDV có nguồn 

gốc Trung Quốc, bao gồm CH-LCC-02-2011 (Mã GenBank: KP399634.1), 

CH/GX/PEDV/1902/2017 (Mã GenBank: MZ364311.1), CH-TD4-2018 (Mã 

GenBank: MW330075.1), BP-2016 (Mã GenBank: LC496368.1) và chủng DT1 (Mã 

GenBank: MG373532.1) của Việt Nam phân lập vào năm 2017 tại Đồng Tháp.  

3.3. Kết quả phân tích phát sinh loài dựa trên gen S1 

Phân tích phát sinh loài sử dụng toàn bộ hệ gen hoặc một số gen riêng lẻ đã 

được thực hiện để xác định các biến thể và mối quan hệ của các mẫu PEDV đã phân 

lập. Gen S toàn phần hoặc một phần được biết là các vị trí thích hợp trong phân tích 

mối quan hệ di truyền và dịch tễ học phân tử của PEDV [64]. Để hiểu rõ về biến thể 

và quá trình tiến hóa của PEDV ở Trung Quốc, chúng tôi đã xây dựng một cây phát 

sinh loài dựa trên trình tự tiểu phần gen S1. 

Cây phả hệ được xây dựng dựa trên trình tự gen S1 của 54 chủng PEDV, trong 

đó có chủng nghiên cứu PEDVHY1, PEDVHY2 và 53 chủng còn lại đại diện cho các 

genotype đã và đang lưu hành trên toàn cầu bằng phần mềm MEGA7 sử dụng phương 

pháp “kết nối liền kề” (Neighbor-Joining (NJ)), với hệ số tin tưởng (bootstrap) là 

1000 lần. Các chủng tham chiếu là đại diện cho các chủng thuộc các genotype khác 

nhau, được tải xuống từ Ngân hàng gen NCBI tương ứng với mã số GenBank của 

từng chủng (hình 3.3). 

Kết quả phân tích phát sinh chủng loại cho thấy, các chủng PEDV tham chiếu 

trên thế giới được chia thành năm nhóm chính tương ứng với năm genotype: G1a, 

G1b, G2a, G2b, G2c (Hình 3.4).  

Nhóm thứ nhất gồm 29 chủng PEDV thuộc genotype G2b, bao gồm các chủng 

virus phân lập tại nhiều quốc gia bao gồm: Mỹ, Hàn Quốc, Mexico, Trung Quốc, Việt 

Nam (từ năm 2013 đến 2018), và chủng PEDVHY1 thu nhận mới năm 2023 tại tỉnh 

Hưng Yên trong nghiên cứu này. Điều này chứng tỏ sự hiện diện của PEDV G2b 

khắp toàn cầu trong thời gian dài và tồn tại cho tới tận ngày nay. Nhìn chung, chủng 

PEDVHY1 trong nghiên cứu này có mối quan hệ họ hàng gần gũi với các chủng 

PEDV của Việt Nam. 

Nhóm thứ hai gồm các chủng thuộc genotype G2a. Nhóm này gồm các chủng 

của Trung Quốc phân lập trong khoảng 4 năm trở lại đây gây ra nhiều ổ dịch lớn tại 

Trung Quốc và lan sang các nước lân cận. Tuy nhiên, tại Việt Nam vẫn chưa ghi nhận 

thấy sự lưu hành phổ biến của các chủng PEDV thuộc genotype G2a này. 
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Nhóm thứ ba gồm các chủng PEDV thuộc genotype G1a. Nhóm này chứa 

chủng PEDV cổ điển CV777 phân lập từ năm 1978 tại Bỉ. Ngoài ra còn có các chủng 

phân lập tại Hàn Quốc năm 1998 và phân lập tại Đan Mạch phân lập năm 2017. 

Chủng Avac-PEDV-98 phân lập năm 2021 của Việt Nam thuộc nhóm này.  

Nhóm thứ tư gồm các chủng PEDV thuộc genotype G1b. Nhóm này chứa các 

chủng virus vaccine nhược độc được biến đổi từ các chủng cường độc thuộc genotype 

G1a. Trong đó chủng CV777 dại (genotype G1a) sau quá trình nhược độc hóa thành 

chủng CV777 nhược độc thuộc G1b, chủng DR13 có nguồn gốc G1a, sau khi cấy 

chuyển 100 đời đã thành chủng nhược độc DR13 thuộc G1b. Đây là hai trong số 

nhiều chủng virus vaccine đang được sử dụng rộng rãi hiện nay. 

Nhóm thứ năm gồm các chủng PEDV thuộc genotype G2c. Nhóm này gồm 

các chủng thu nhận tại Mỹ, Pháp, Trung Quốc từ khoảng những năm 2010 trở lại đây.  

Từ kết quả phân tích trên cho thấy có sự đa dạng di truyền gen S1 giữa  các 

chủng PEDV của các quốc gia khác nhau, đặc biệt là giữa các châu lục.  

Chủng PEDV nghiên cứu PEDVHY1 và PEDVHY2 phân lập năm 2023 tại 

tỉnh Hưng Yên đều thuộc genotype G2b. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi thống 

nhất với các kết quả nghiên cứu của các tác giả khác cho rằng các chủng virus PEDV 

chiếm ưu thế tại Việt Nam thuộc loại có độc lực cực cao (G2b). Đồng thời phù hợp 

với nghiên cứu cho rằng các chủng PEDV thuộc genotype 2 có sự phân bố chủ yếu ở 

khu vực châu Á và Trung Quốc, trong đó các chủng G2a tập trung khắp khu vực phía 

đông Trung Quốc, từ Bắc Kinh đến tỉnh Quảng Đông, trong khi các chủng G2b chủ 

yếu nằm ở đông nam Trung Quốc [30, 65].  

Ngược lại, hai chủng PEDV của Việt Nam trong nghiên cứu này lại có khoảng 

cách di truyền xa với các chủng vaccine như CV777, DR13, và SM98. Đây là đặc 

điểm cần chú ý khi sử dụng vaccine có nguồn gốc từ Mỹ và Úc để sử dụng cho lợn 

tại Việt Nam do có thể có hiệu quả thấp hơn. Chủng PEDVHY1, PEDVHY2 trong 

nghiên cứu của chúng tôi có mối quan hệ họ hàng gần gũi với các chủng VL2, HUA-

PED111, DT1, VNKCHY-310113, VNVAP1113 của Việt Nam. Kết quả này đặt ra 

giả thuyết về nguồn gốc của các chủng PEDV tại Hưng Yên, vì các hoạt động giết 

mổ, vận chuyển gia súc bị bệnh đều góp phần tăng nguy cơ lây nhiễm PEDV. Việt 

Nam là một trong các quốc gia có ngành chăn nuôi lợn phát triển, với số lượng trang 

trại chăn nuôi lớn khả năng xuất hiện các chủng virus mới sẽ tăng lên. Điều này gợi 

ý rằng chúng ta nên tăng cường quản lý chăn nuôi lợn và vệ sinh môi trường trong 

quá trình vận chuyển, cải thiện chính sách quản lý vận chuyển lợn liên tỉnh nhằm 

giảm khả năng lây truyền và đột biến PEDV. Tóm lại, phân tích phả hệ nguồn gốc 

chỉ ra rằng các chủng PEDV lưu hành tại Việt Nam trong nghiên cứu này có nguồn 
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gốc từ Trung Quốc và chúng đang dần trải qua biến đổi di truyền và hình thành một 

phân nhóm PEDV mới ở Việt Nam. 

 

Hình 3.4. Cây phả hệ xác định mối quan hệ nguồn gốc của các chủng PEDV dựa 

trên trình tự nucleotide của tiểu phần gen S1.  

Ghi chú: Chủng PEDVHY1 và PEDVHY2 trong nghiên cứu được đánh dấu bằng 

mũi tên. Cây phả hệ được xây dựng bằng phần mềm MEGA 7, phương pháp “kết 

nối liền kề” ((Neighbor-Joining) với hệ số tin tưởng (bootstrap) 1000 lần lặp lại. 

Vạch ngang ở cuối hình (0.005) biểu thị sai khác nucleotide (1/1000) ở mỗi nhánh. 
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MG373532-(DT1)-2017-VN
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KX708907-(HUA-PED96)-2015-VN

KX708906-(HUA-PED94)-2015-VN
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JX435299-(BJ-2012-1)-2012-CN-G2b

KF468752-(MN)-2013-US-G2b

KJ767195-(OhioVBS1)-2014-US-G2b

KJ539154-(K14JB01)-2014-KR-G2b

KJ451043-(KNU-1308)-2013-KR-G2b

KM975928-(MEX-Ver-2014-25794-7)-2014-MX-G2b

KF468755-(XS2013)-2013-CN-G2b

OR026660-(XJ-WLMQ-202109)-2021-CN-G2b

OR026664-(XJ-ALTAI-2021122)-2021-CN
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OR026666-(XJ-YLGL-2022021)-2022-CN-G2a
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MK820038-(swun-3CH-CH-SCZG-2019)-2019-CN-G2a

OR090887-(PEDV-CH-XU-2020)-2020-CN-G2a

OR090885-(PEDV-CH-XK-2020)-2020-CN-G2a

OR090888-(PEDV-CH-XA-2020)-2020-CN-G2a

OR090886-(PEDV-CH-XY-2020)-2020-CN-G2a
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KU847996-(ZL29)-2015-CN-G2c

KR011756-(FR-001-2014)-2014-FR-G2c
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3.4. Kết quả thu nhận toàn bộ hệ gen  

Trong hai chủng PEDV nghiên cứu, chủng PEDVHY1 được chọn để giải trình 

tự thu nhận hệ gen hoàn chỉnh.  

Toàn bộ hệ gen của chủng virus tiêu chảy cấp ở lợn PEDVHY1 được nhân lên 

bằng phản ứng PCR từ nguồn khuôn cDNA, bằng 14 phản ứng với 14 cặp mồi khác 

nhau. Sản phẩm cuối cùng thu được bao gồm 14 đoạn DNA chứa toàn bộ DNA của 

hệ gen. Các sản phẩm PCR, sau khi tinh sạch được giải trình tự trực tiếp. 

Đồng thời, hệ gen virus cũng được kết hợp giải trình tự toàn bộ hệ gen bằng 

phương pháp Illumina.  

Bằng cách sắp xếp nối các chuỗi với nhau sử dụng các chương trình tin-sinh 

học chuyên biệt, và hỗ trợ của kết quả giải trình tự gen thế hệ mới, chúng tôi thu được 

chuỗi DNA của toàn bộ hệ gen của chủng PEDVHY1. 

Trình tự toàn bộ hệ gen của PEDVHY1 có chiều dài 28.212 nucleotide với 

hàm lượng GC là 41,7%. Chủng PEDVHY1 của Việt Nam có tổ chức bộ gen tương 

tự như các phân lập PEDV khác đã được báo cáo trước đây, với 7 khung đọc mở 

(ORF), được đặc trưng bởi thứ tự gen ORF1a/1b-S-ORF3-E-M-N. Kết quả giải trình 

tự gen được trình bày chi tiết tại bảng 3.1.  

Bảng 3.1: Trật tự sắp xếp hệ gen chủng PEDVHY1 

Vị trí 

bắt đầu 

Vị trí 

kết thúc 

Chiều dài Chuỗi Gen Sản phẩm 

276 12629 12354 + ORF1a replicase polyprotein 

12659 20620 7962 + ORF1b polyprotein 

20617 24774 4158 + S spike protein 

24771 25448 678 + ORF3 ORF3 protein 

25429 25659 231 + E envelope protein 

25667 26347 681 + M membrane protein 

26553 27839 1287 + N Nucleocapsid protein 

 

Trình tự toàn bộ hệ gen của chủng PEDVHY1 được phân tích độ tương đồng 

trong trình tự bộ gen hoàn chỉnh bằng chương trình BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), cho thấy chủng PEDVHY1 có độ tương 

đồng đạt cao nhất với ba chủng CH/GX/PEDV/1939/2018 (số gia nhập GenBank: 

MZ364312.1), CH/GX/PEDV/1902/2017 (số gia nhập GenBank: MZ364311.1), và 

chủng GXGL/2022 (số gia nhập GenBank: PP472644.1) với độ tương đồng lần lượt 

là 98,84%, 98,82% và 98,69% tương ứng. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Gen S của chủng PEDVHY1 có chiều dài đầy đủ là 4158 nucleotide, dài hơn 

6 nucleotide so với chủng CV777. Phân tích BLAST ghi nhận gen S của PEDVHY1 

tương đồng 97,6%-97,91% về nucleotide với 3 chủng của Trung Quốc phân lập từ 

năm 2015 đến 2017 gồm CH/GX/PEDV/1902/2017 (mã GenBank: MZ364311.1), 

CH_huaiyang_2015 (mã GenBank: KY496313.1) và JSYC1601 (mã GenBank: 

MG198637.1). 

Chiều dài đầy đủ của gen E của PEDVHY1 là 231 nt, mã hóa 77 amino acid. 

Kết quả BLAST cho thấy gen E tương đồng 99,13% với 23 chủng PEDV có nguồn 

gốc từ các nước trong khu vực châu Âu như COL/Antioquia00265/2015 (mã 

GenBank: MK071619.1) của Colombia, USA/SouthDakota336/2014 (mã GenBank: 

KR265811.1) của Mỹ, tương đồng đạt mức tương tự với 3 chủng nguồn gốc châu Á 

là XJ1904-34 (mã GenBank: OL348059.1) của Trung Quốc, SF4017 (mã GenBank: 

MK558089.1) của Philipines và AOM-2/JPN/2014 (mã GenBank: LC063837.1) của 

Nhật Bản. 

Chiều dài đầy đủ của gen M của PEDVHY1 là 681 nt, mã hóa 224 axit amin. 

Protein M của chủng PEDVHY1 có độ đồng nhất cao, đạt 99,81% với 15 chủng 

PEDV có nguồn gốc từ Trung Quốc và 4 chủng PEDV có nguồn gốc Thái Lan gồm 

DTI1 (Mã Genbank: MW805354.1), DTI2 (Mã Genbank: MW805355.1), DTI3 (Mã 

Genbank: MW805356.1), DTI1 (Mã Genbank: MW805357.1). Kết quả tương đồng 

của PEDVHY1 cao 99,41%-99,81% với các chủng từ khắp thế giới cho thấy trình tự 

gen M được bảo tồn cao. 

PEDVHY1 có trình tự gen N với kích thước là 1287 nucleotide. Gen N đạt 

tương đồng cao nhất 99,15% khi so sánh với chủng CT3 (Mã Genbank: MG373546.1) 

phân lập từ tỉnh Cần Thơ của Việt Nam, cùng hai chủng của Trung Quốc gồm 

GS/YD37/2022 (Mã Genbank: OR601543.1) và GS/YD17/2022 (Mã Genbank: 

OR601542.1) với tương đồng đạt 99,15% và 99,07%, tương ứng. 

Kết quả giải trình tự cho thấy chiều dài đầy đủ của gen ORF3 của PEDVHY1 

là 678 nt, mã hóa 226 axit amin. Kết quả BLAST ghi nhận gen ORF3 đạt tương đồng 

cao 99,41%-99,85% với các chủng tham khảo của Việt Nam và các nước lân cận như 

Trung Quốc, Thái Lan. Điều này cho thấy rằng gen ORF3 có tính bảo tồn cao trong 

hệ gen virus PEDV. Trong đó, tương đồng cao nhất (99,41%) với 5 chủng của Trung 

Quốc gồm CH/GX/PEDV/1939/2018 (mã Genbank: MZ364312.1), GDS51 (Mã 

Genbank: MH726403.1), CH/GX/PEDV/1902/2017 (Mã Genbank: MZ364311.1), 

GDS53 (Mã Genbank:  MH726404.1) và SXXY (Mã Genbank: OR234022.1). 
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3.5. Kết quả phân tích đặc điểm phân tử gen S1 

Bệnh PED đã gây thiệt hại to lớn cho ngành chăn nuôi lợn thế giới, trong quá 

trình tiến hóa và lây lan, virus PEDV đã tạo ra nhiều chủng khác nhau trên toàn cầu. 

Mỗi chủng có đặc điểm di truyền và độc lực riêng, ảnh hưởng đến mức độ nghiêm 

trọng của dịch bệnh và khả năng đáp ứng với các biện pháp phòng ngừa. Dưới đây là 

danh sách các chủng PEDV chính đã được phát hiện tại các khu vực khác nhau trên 

thế giới, được phân loại theo đặc điểm gen và sự phân bố địa lý. 

Bảng 3.2: Danh sách các chủng PEDV của Việt Nam và thế giới sử dụng 

trong nghiên cứu 

ST

T Ký hiệu chủng 

Số đăng ký 

NHG Genotype Nước 

Năm 

phân lập 

1 PEDVHY1 

Nghiên cứu 

này G1a Việt Nam 2024 

2 DR13 DQ862099 G1a Hàn Quốc 2006 

3 CV777 AF353511 G1a Bỉ  1978 

4 SM98 GU937797 G1a Hàn Quốc 1998 

5 AVCT12 LC053455 G1a Thái Lan 2010 

6 CHM2013 KM887144 G1a Trung Quốc 2013 

7 Avac/PEDV/98 OQ291158 G1a Việt Nam 2021 

8 LZC EF185992 G1a Trung Quốc 2006 

9 CV777 (at)  KT323979 G1a Trung Quốc 1998 

10 attenuated-DR13 JQ023162 G1a Hàn Quốc 2003 

11 SD-M JX560761 G1a Trung Quốc 2012 

12 SC1402 KP162057 G1a Trung Quốc 2014 

13 JS2008 KC109141 G1a Trung Quốc 2008 

14 SQ2014 KP728470 G1a Trung Quốc 2014 

15 AH-M  KJ158152 G1a Trung Quốc 2011 

16 PC22A-P20 KU893862 G2a Mỹ 2013 

17 MEX/104/2013 KJ645708 G2a Mexico 2013 

18 MYG-1/JPN/2014 LC063838 G2a Nhật Bản  2014 

19 KNU-1305 KJ662670 G2a Hàn Quốc 2013 

20 CH/FJZZ-9/2012 KC140102 G2a Trung Quốc 2012 

21 XJ/YLGL/2022022 OR026667 G2a Trung Quốc 2022 

22 XJ/YLGL/2022021 OR026666 G2a Trung Quốc 2022 

23 XJ/WLMQ/202203 OR026668 G2a Trung Quốc 2022 

24 swun-3CH-CH-SCZG-2019 MK820038 G2a Trung Quốc 2019 

25 PEDV/CH/XU/2020 OR090887 G2a Trung Quốc 2020 

26 PEDV/CH/XK/2020 OR090885 G2a Trung Quốc 2020 
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27 PEDV/CH/XA/2020 OR090888 G2a Trung Quốc 2020 

28 PEDV/CH/XY/2020 OR090886 G2a Trung Quốc 2020 

29 PC177 KR078300 G2a Mỹ 2013 

30 PC21A KR078299 G2a Mỹ 2013 

31 KNU-1308   KJ451043 G2b Hàn Quốc 2013 

32 IBT-VN MT198679 G2b Việt Nam 2018 

33 VN-TH15/HY/2015 KX982576 G2b Việt Nam 2015 

34 HUA-PED192 MK435381 G2b Việt Nam 2016 

35 VN-K2/HY/2015 KX982573 G2b Việt Nam 2015 

36 CH/HNPJ/2017 MF152604 G2b Trung Quốc 2017 

37 CH/FJND-3/2011 JN381492 G2b Trung Quốc 2011 

38 HN_VN MZ787937 G2b Việt Nam 2018 

39 VL2 MG373534 G2b Việt Nam 2015 

40 HUA-PED111 KX708903 G2b Việt Nam 2015 

41 DT1 MG373532 G2b Việt Nam 2017 

42 VN/KCHY-310113 KJ960180 G2b Việt Nam 2013 

43 VN/VAP1113_1   KJ960179 G2b Việt Nam 2013 

44 HUA-PED103 KX708904 G2b Việt Nam 2015 

45 VN6-0514  KR941554 G2b Việt Nam 2014 

46 GD-A JX112709 G2b Trung Quốc 2012 

47 HUA-PED96 KX708907 G2b Việt Nam 2015 

48 HUA-PED94 KX708906 G2b Việt Nam 2015 

49 AJ1102 JX188454 G2b Trung Quốc 2011 

50 HB-2011-1 JN825707 G2b Trung Quốc 2011 

51 BJ-2012-1 JX435299 G2b Trung Quốc 2012 

52 MN KF468752 G2b Mỹ  2013 

53 OhioVBS1 KJ767195 G2b Mỹ  2014 

54 K14JB01 KJ539154 G2b Hàn Quốc 2014 

55 MEX/Ver/2014/25794-7 KM975928 G2b Mexico  2014 

56 XS2013 KF46875 G2b Trung Quốc 2013 

57 XJ/WLMQ/202109 OR026660 G2b Trung Quốc 2021 

58 XJ/ALTAI/2021122 OR026664 G2b Trung Quốc 2021 

59 XJ/WLMQ /202204 OR026669 G2b Trung Quốc 2022 

60 XJ/WJQ/202110 OR026662 G2b Trung Quốc 2021 

61 Tottori2/JPN/2014  LC022792 G2b Nhật Bản 2014 

62 MEX/104/2013 KJ645708 G2b Mexico  2013 

63 USA/Colorado/2013 KF272920 G2b Mỹ  2013 

64 CH/ZMDZY/11 KC196276 G2b Mỹ  2011 
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65 LZW KJ777677 G2b Trung Quốc 2012 

66 AH2012 KC210145 G2b Trung Quốc 2012 

67 GD-B JX088695 G2b Trung Quốc 2012 

68 CH/GDZQ/2014 KM242131 G2b Trung Quốc 2014 

69 YN1 KT021227 G2b Trung Quốc 2013 

70 ZJCZ4 JX524137 G2b Trung Quốc 2011 

71 HUA-PED153 MK435389 G2b Việt Nam 2016 

72 VN367/VP/2014 KX982571 G2b Việt Nam 2014 

73 CH/S JN547228 G2b Trung Quốc 1986 

74 MEX/Mexico329/2014 KR265766 G2b Mexico  2014 

75 ON-018 KM189367 G2b Canada 2014 

76 HBEZ3  KY775054 G2c Trung Quốc 2016 

77 FR2019001 MN056942 G2c Pháp  2019 

78 ZL29 KU847996 G2c Trung Quốc 2015 

79 FR/001/2014 KR011756 G2c Pháp  2014 

80 CH/HBQX/10 JX501318 G2c Trung Quốc 2010 

81 USA/NC/2014/06407 KM975924 G2c Mỹ 2014 

82 USA/NE/2014/07130 KM975926 G2c Mỹ 2014 

83 USA/NC/2014/13170-2 KM975927 G2c Mỹ 2014 

84 USA/Minnesota211/2014 KR265760 G2c Mỹ 2014 

85 CH/GX/PEDV/1939/2018 MZ364312.1  Trung Quốc  2018 

86 CH/GX/PEDV/1902/2017 MZ364311.1  Trung Quốc  2017 

87 CH-LCC-02-2011 KP399634.1  Trung Quốc  2011 

88 CH-TD4-2018 MW330075.1  Trung Quốc 2018 

89 BP-2016  LC496368.1  Trung Quốc  2016 

90 DT1 MG373532.1  Việt Nam 2017 

91 CH_huaiyang_2015 KY496313.1  Trung Quốc 2015 

92 JSYC1601 MG198637.1  Trung Quốc 2016 

93 COL/Antioquia00265/2015 MK071619.1  Colombia 2015 

94 USA/SouthDakota336/2014 KR265811.1  Mỹ 2014 

95 XJ1904-34 OL348059.1  Trung Quốc 2019 

96 SF4017 MK558089.1  Philipines 2017 

97 AOM-2/JPN/2014 LC063837.1  Nhật Bản 2014 

98 DTI1 MW805354.1  Thái Lan 2019 

99 DTI2 MW805355.1  Thái Lan 2019 

100 DTI3 MW805356.1  Thái Lan 2019 

101 DTI4 MW805357.1  Thái Lan 2019 

102 GS/YD37/2022 OR601543.1  Trung Quốc 2022 
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103 GS/YD17/2022 OR601542.1  Trung Quốc 2022 

104 GDS51 MH726403.1  Trung Quốc 2017 

105 GDS53 MH726404.1  Trung Quốc 2017 

106 SXXY OR234022.1  Trung Quốc 2021 

 

Trong hệ gen của virus PEDV, vùng gen S đóng vai trò quan trọng vì nó quyết 

định tính kháng nguyên và độc lực của virus. Trong vùng gen S, đặc biệt là vùng S1, 

có ý nghĩa quan trọng nhất. Vùng S1 chịu trách nhiệm cho việc nhận dạng vật chủ và 

liên kết với các thụ thể trên bề mặt tế bào đích, giúp virus xâm nhập vào tế bào. Điều 

này có nghĩa là vùng S1 chứa các epitope kháng nguyên, các thành phần quan trọng 

trong quá trình kích thích hệ miễn dịch của vật chủ tạo ra kháng thể. 

Đặc biệt, vùng S1 có tỷ lệ đột biến cao hơn so với các phần khác trong hệ gen 

của PEDV. Sự biến đổi này cho phép virus thích nghi với môi trường và né tránh hệ 

miễn dịch của vật chủ, dẫn đến sự xuất hiện của các chủng virus với độc lực và khả 

năng lây lan khác nhau. Do tầm quan trọng của vùng S1, nó đã trở thành mục tiêu 

chính trong nhiều nghiên cứu.. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã tiến hành so sánh trình tự nucleotide và 

trình tự amino acid suy diễn trên gen S1 của hai chủng virus PEDVHY1 và 

PEDVHY2 mà chúng tôi phân lập được. Để có cái nhìn toàn diện hơn về sự tương 

đồng và khác biệt về mặt di truyền của hai chủng này, chúng tôi đã so sánh chúng với 

một số chủng virus PEDV đã được xác định trước đó. Các chủng được lựa chọn cho 

phân tích bao gồm XJ-YLGL-2022021, IBT-VN, HBEZ3, X-J-WLMQ, KNU-1308, 

cũng như các chủng nổi tiếng được sử dụng làm vaccine hiện nay như DR13 dạng 

wild type (G1a) và dạng nhược độc (G1b), CV777 dạng wild type (G1a) và dạng 

nhược độc (G1b). Việc so sánh trình tự với các chủng này giúp làm sáng tỏ mức độ 

tương đồng di truyền của các chủng PEDVHY1 và PEDVHY2 với các chủng vaccine 

hiện hành, từ đó đánh giá tiềm năng và hiệu quả của các vaccine hiện có đối với việc 

phòng ngừa các chủng PEDV mới. 

Phân tích so sánh được thực hiện bằng phần mềm Genedoc 2.7, một công cụ 

hiệu quả trong việc sắp xếp và phân tích trình tự nucleotide và amino acid. Kết quả 

so sánh chi tiết được trình bày trong bảng 3.3.  

Kết quả cho thấy chủng hai chủng PEDV trong nghiên cứu của chúng tôi chỉ 

sai khác nhau ở bốn vị trí amino acid (L120R, E484P, K638E và P720S) trên protein 

S1 trong khi chứa nhiều sai khác lớn (xóa đoạn, chèn đoạn) so với các chủng virus 

nhược độc vaccine. 

Protein S1 chứa tổng số 71 vị trí sai khác về amino acid giữa các chủng đại 

diện cho các genotype. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tìm hiểu các sai khác amino 
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acid giữa chủng CV777 thực địa (Mã Genbank: AF353511) (G1a), CV777 nhược độc 

vaccine (Mã Genbank: KT323979) (G1b), DR13 thực địa (Mã Genbank: JQ023162) 

(G1b) thu nhận tại Hàn Quốc năm 2009, DR13 nhược độc vaccine (Mã Genbank: 

JQ023162) (G1b), HBZ3 thực địa (Mã Genbank: KY775054) thu nhận tại Trung 

Quốc năm 2016 (G2c), XJ-WLMQ-202203 (OR026668) thu nhận tại Trung Quốc 

năm 2022 (G2a), KNU-1308 (Mã Genbank: KJ451043) thu nhận tại Hàn Quốc năm 

2013 (G2b), IBT-VN (Mã Genbank: MT198679) thu nhận tại Việt Nam năm 2018 và 

chủng nghiên cứu là PEDVHY1 và PEDVHY2 cũng được thu nhận tại tỉnh Hưng 

Yên năm 2023.  

Tiểu phần protein S1 của virus PEDV bao gồm một chuỗi peptide tín hiệu (SP) 

và hai vị trí quan trọng cho việc liên kết với thụ thể: thụ thể ở đầu tận N (S1-NTD) 

và thụ thể ở đầu tận C (S1-CTD), bao gồm cả vùng tương đương COE (CO-26K 

equivalent). 

Trong chuỗi peptide tín hiệu này, có sự khác biệt về amino acid giữa các chủng 

virus thuộc hai nhóm genotype G1 và G2. Cụ thể, các chủng thuộc nhóm G1 có ba vị 

trí amino acid khác với nhóm G2: ở vị trí thứ 2 (aa 2), nhóm G1 có R hoặc T, trong 

khi nhóm G2 có K hoặc S; ở vị trí thứ 5 (aa 5), nhóm G1 có I, còn nhóm G2 có N 

hoặc T; và ở vị trí thứ 15 (aa 15), nhóm G1 có P hoặc L, trong khi nhóm G2 có S. 

Trong vùng liên kết thụ thể thứ nhất (S1-NTD) phát hiện 34 sai khác lớn về 

amino acid giữa các genotype. Đồng thời xuất hiện đột biến chèn amino acid của 

chủng virus thực địa so với chủng vaccine tại vị trí 56 (I/T), 139 (D/N) và 157 (Y/H). 

Tại vị trí amino acid 59 – 61, chủng thực địa được chèn thêm 3 amino acid 

(HGV/QGV) so với chủng vaccine. Trong khi đó, chủng thuộc G1a và G1b lại có 

thêm 2 amino acid (DI/NI) ở vị trí 163 – 164 so với chủng thuộc G2a, G2b, G2c.  Tại 

các vị trí khác là các đột biến điểm đặc trưng giữa các genotype (Bảng 2.1). Các đột 

biến chèn/xóa nằm chủ yếu ở vùng siêu biến đổi của chuỗi peptide S1.  

Trong vùng liên kết thụ thể thứ 2 (S1-CTD) chứa 7 sai khác, trong đó chủng 

CV777 (G1a) thực địa chứa nhiều sai khác nhất so với các chủng còn lại. Tại vị trí 

554, 599, 638, chủng virus vaccine hoàn toàn khác với hai chủng virus nghiên cứu. 

Đặc biệt, ở vị trí 638 chỉ riêng chủng PEDVHY1 là K trong khi các chủng khác thuộc 

cùng genotype 2 là E và các chủng thuộc genotype 1 là Q/E. 

Epitope COE-CO26K là một trong những epitope trung hòa có trên protein S1 

của PEDV. Amino acid tại vùng epitope này có sự đương đồng cao giữa các chủng 

PEDV thuộc nhóm G2 nhưng có nhiều vị trí sai khác so với nhóm G1. Các chủng 

PEDV thuộc nhóm G2 là những chủng có độc lực cao, đang lưu hành hiện nay tại 

nhiều quốc gia trên thế giới. Kết quả nghiên cứu cho thấy hai chủng PEDV nghiên 
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cứu là những chủng thuộc nhóm G2 có độc lực cao, có nguy cơ lây lan cao tại các 

trang trại chăn nuôi lợn.  

Vaccine được sản xuất từ các chủng PEDV cổ điển trong nhóm G1 thường rất 

hiệu quả đối với các biến thể cổ điển. Tuy nhiên, chúng lại không cung cấp được sự 

bảo vệ hoàn chỉnh chống lại các chủng PEDV mới và có độc lực cao trong nhóm G2. 

Đặc biệt, tiểu đơn vị S1 của protein S là vùng có tỷ lệ đột biến cao hơn toàn bộ gen 

S, với tỷ lệ đột biến lên tới 1,5 × 10⁻³ lần thay thế mỗi vị trí mỗi năm [73]. Những sai 

khác kể trên giữa các chủng vaccine và chủng thực địa có thể là nguyên nhân dẫn đến 

việc virus tăng hay giảm khả năng liên kết với tế bào chủ, ảnh hưởng đến khả năng 

bảo hộ của vaccine.  

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

Bảng 3.3. Vị trí sai khác amino acid thuộc protein S1 giữa các chủng PEDV đại diện các genotype chủng nghiên cứu 

 

Vị trí 

(CV777(G1a) 

1-SP-19 S1-NTD 

2 5 10 15 27-29 30 56 57 59-61 62 64 68-72 74 

CV777(G1a) R I L P QST T - M - - - S S GTGIE A 

DR3(G1a) R I F L QST I - M - - - S S GTGIE D 

CV777 (at) (G1b) T I F L QST I - M - - - S S GTGIE D 

DR3(at) (G1b) T I F L QST I - M - - - S S GTGIE D 

HBEZ3 (G2c) K N F S QST I - M - - - S S GTGIE A 

XJ-WLMQ (G2a) K T F S SAN T I E HGV N T AGQHP A 

KNU-1308 (2b) S T F S SAN T I E QGV N T AGQPH A 

IBT-VN S T F S SAN T I E QGV N T AGQPH A 

PEDVHY1 S T F S SAN T T E QGV N T AGQHP A 

PEDVHY2 S T F S SAN T T E QGV N T AGQHP A 
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Vị trí 

(CV777(G1a) 

S1-NTD 

82 84 86 87 89 118 120 132 133 138 139 157 158 

CV777(G1a) L Y D S Q N I K T V - Y M 

DR3(G1a) L Y D S Q N I K T V - Y L 

CV777 (at) (G1b) L Y D S Q S I K T V - - L 

DR3(at) (G1b) L Y D S Q S I K T V - - L 

HBEZ3 (G2c) L Y D A Q N I K T V - Y M 

XJ-WLMQ (G2a) L H R G H N T N T A D H M 

KNU-1308 (2b) V H R G H N T K T A N H M 

IBT-VN L H R G H N T K T A D H M 

PEDVHY1 L H R G H N T K A A N H M 

PEDVHY2 L H R G H N T K A A N H M 
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Vị trí 

(CV777(G1a) 

S1-NTD 

159 160-162 163-164 187 201-203 211 228 230-231 237 248-249 

CV777(G1a) R DGK DI L RRS T Y EP T DS 

DR3 (G1a) Q DGK NI L NRS T Y EP S DS 

CV777 (at) (G1b) Q DGK NI I NRS T Y EP S DS 

DR3(at) (G1b) Q DGK NI I NRS T Y EP S DS 

HBEZ3 (G2c) Q DGK NI L NRS T Y EP S DS 

XJ-WLMQ (G2a) S EHS - - F SGG E S QL L EL 

KNU-1308 (2b) S EHS - - F SGG E S QP I EP 

IBT-VN S EHS - - F SGG E S QP I EP 

PEDVHY1 S EHS - - F SGG E S QP I EP 

PEDVHY2 S EHS - - F SGG E S QP I EP 
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Vị trí 

(CV777(G1a) 

S1-NTD S1-CTD (COE-CO26K) 

270 522 541 554 599 610 617 638 640 

CV777(G1a) L A F T G A L E I 

DR3 (G1a) L A F T G E F E V 

CV777 (at) (G1b) L A F T G E F Q V 

DR3(at) (G1b) L A F T G E F Q V 

HBEZ3 (G2c) L S F S S E F E V 

XJ-WLMQ (G2a) L S L S S E F E V 

KNU-1308 (2b) L S F S S E F E V 

IBT-VN L A F S S E F E V 

PEDVHY1 V A F S S E F K V 

PEDVHY2 V A F S S E F E V 

 

Chú thích: vị trí amino acid trong bảng 3.3 là vị trí của chủng CV777 thực địa (AF353511) 
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3.6. Kết quả so sánh về mức độ đồng nhất về nucleotide và amino acid gen S  

Gen S của virus PEDV (Porcine Epidemic Diarrhea Virus) thường xuyên đột 

biến do áp lực từ việc sử dụng vaccine và miễn dịch cộng đồng. Tỷ lệ đột biến được 

ước tính là khoảng 1,683 × 10⁻⁴ lần thay thế mỗi vị trí mỗi năm ở cấp độ nucleotide 

và 2,239 × 10⁻³ lần thay thế mỗi vị trí mỗi năm ở cấp độ amino acid [74]. Vì protein 

S có vai trò quan trọng trong hệ miễn dịch, chứa nhiều epitope (đoạn kháng nguyên) 

kích thích phản ứng miễn dịch, nên khi nó đột biến, vaccine trở nên kém hiệu quả 

hơn. Điều này có thể dẫn đến sự giảm hiệu quả của vaccine, đặc biệt đối với các 

chủng PEDV có biến thể mới. 

Trong nghiên cứu này, trình tự nucleotide và amino acid toàn bộ gen S của 

chủng PEDVHY1 phân lập tại Hưng Yên năm 2023 được so sánh với các chủng 

PEDV thuộc các genotype khác nhau đã đăng ký trên ngân hàng gen, bằng chương 

trình Gendoc 2.7. Kết quả được trình bày ở Bảng 3.4.  

Kết quả cho thấy, chủng PEDVHY1 của Việt Nam có tỷ lệ đồng nhất về 

nucleotide và tương đồng về amino acid cao nhất với các chủng gốc Trung Quốc 

(CH-HNPJ-2017) và Việt Nam (VN-K2-HY-2015, G2b-IBT-VN, HUA-PED192, 

VN-TH15-HY-2015) thuộc genotype G2b (lần lượt là 96,7% – 97,6% và đạt 97% – 

98,2%). Tuy nhiên có tỷ lệ tương đồng thấp khi so sánh với các chủng PEDV thuộc 

các genotype khác, chỉ từ 92,6% – 97,2% về nucleotide và 92% – 97,5% về amino 

acid. Sự sai khác lớn về trình tự gen kháng nguyên có thể dẫn đến sự kém tương  đồng 

kháng nguyên-miễn dịch giữa chủng vaccine và chủng thực địa, từ đó làm  giảm hiệu 

quả phòng bệnh của vaccine. Đây là lí do vì sao mặc dù đã tiêm  phòng vaccine nhưng 

mà dịch vẫn bùng phát tại Việt Nam. Từ kết quả nghiên cứu cho thấy cần có kế  hoạch 

nghiên cứu chế tạo chủng vaccine mới, phù hợp với chủng virus đang lưu hành để 

cho hiệu quả bảo hộ cao hơn. 
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Bảng 3.4: Tỷ lệ (%) đồng nhất về thành phần nucleotide và amino acid toàn bộ gen S của PEDVHY1 với các chủng tham khảo 

khác của Việt Nam và thế giới 

 

Ghi chú: 1.PEDVHY1, 2.G2b-IBT-VN-VN-2018(MT198679.1), 3.G2b-VN-TH15-HY-2015-VN-2015(KX982576.1), 4.G2b-HUA-PED192-

VN-2016(MK435381.1), 5.G2b-VN-K2-HY-2015-VN-2015(KX982573.1), 6.G2b-CH-HNPJ-2017-CN-2017(MF152604.1), 7.G2a-PC22A-

P20-US-2013(KU893862.1), 8.G2a-MEX-104-2013-MX-2013(KJ645708.1), 9.G2a-MYG-1-JPN-2014-JP-2014(LC063838.1), 10.G2a-KNU-

1305-KR-2013(KJ662670.1), 11.G2a-CH-FJZZ-9-2012-CN-2012(KC140102.1), 12.G1a-CV777-BE-1978(AF353511.1), 13.G1a-SM98-KR-

1998(GU937797.1), 14.G1a-AVCT12-TH-2010(LC053455.1), 15.G1a-CHM2013-CN-2013(KM887144.1), 16.G1b-attenuated-DR13-KR-

2003(JQ023162.1), 17.G1b-attenuated-CV777-CN-1998(KT323979.1), 18.G1b-SD-M-CN-2012(JX560761.1), 19.G1b-SC1402-CN-

2014(KP162057.1) 

  G2b G2a G1a G1b 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

1   97.5 96.6 96.6 96.6 97.5 97.1 97.0 97.0 97.1 96.6 93.3 92.6 92.5 92.6 93.0 93.0 93.0 93.0 

2 98.1   97.2 97.4 97.1 99.2 97.6 97.6 97.5 97.6 97.4 93.7 92.9 92.9 93.0 93.7 93.6 93.6 93.6 

3 96.8 97.3   96.6 97.6 96.7 96.7 96.7 96.6 96.7 97.0 92.8 92.1 92.0 92.1 92.5 92.4 92.4 92.5 

4 97.8 98.0 96.3   97.2 97.5 96.9 96.9 96.8 96.9 97.2 93.7 92.9 92.9 93.0 93.3 93.2 93.2 93.3 

5 97.1 97.2 96.7 97.0   97.2 97.1 97.0 97.0 97.1 97.3 93.6 92.9 92.9 92.9 93.3 93.3 93.3 93.3 

6 98.0 98.8 96.4 97.9 97.0   97.7 97.7 97.6 97.7 97.7 93.7 93.0 93.0 93.0 93.6 93.5 93.5 93.6 

7 97.3 97.6 96.4 97.3 97.0 97.5   99.7 99.7 99.8 98.1 93.9 93.2 93.1 93.2 93.8 93.7 93.7 93.7 

8 97.4 97.7 96.5 97.5 97.0 97.5 99.5   99.6 99.8 98.2 94.0 93.3 93.2 93.3 93.8 93.7 93.7 93.7 

9 97.1 97.4 96.2 97.1 96.7 97.3 99.2 99.4   99.8 98.0 93.9 93.1 93.1 93.2 93.8 93.7 93.7 93.7 

10 97.5 97.8 96.6 97.5 97.1 97.6 99.6 99.8 99.4   98.2 94.0 93.2 93.2 93.3 93.9 93.8 93.8 93.8 

11 97.3 97.6 96.7 97.5 97.0 97.8 98.4 98.6 98.2 98.6   93.9 93.1 93.1 93.2 93.7 93.7 93.6 93.7 

12 92.9 92.9 92.0 93.0 92.8 92.8 93.2 93.5 93.0 93.4 93.0   99.2 99.1 99.2 96.8 96.8 96.8 96.8 

13 91.8 91.8 90.8 91.8 91.6 91.6 92.0 92.3 91.8 92.1 91.8 98.6   99.9 99.9 96.3 96.3 96.2 94.1 

14 91.8 91.8 90.8 91.8 91.6 91.6 92.0 92.3 91.8 92.1 91.8 98.6 99.9   99.9 96.3 96.2 96.2 96.2 

15 91.8 91.8 90.8 91.8 91.6 91.6 92.0 92.3 91.8 92.1 91.8 98.6 99.8 99.8   96.4 96.4 96.3 96.4 

16 92.5 92.8 91.3 92.3 92.2 92.5 92.8 93.0 92.6 92.9 92.5 96.1 95.1 95.1 95.2   99.9 99.8 99.9 

17 92.2 92.5 91.1 92.1 92.0 92.2 92.5 92.7 92.3 92.6 92.4 95.9 94.9 94.9 95.0 99.7   99.8 99.9 

18 92.1 92.4 91.2 92.1 92.0 92.1 92.4 92.6 92.2 92.6 92.4 95.7 94.7 94.7 94.8 99.5 99.5   99.9 

19 92.3 92.6 91.2 92.2 92.0 92.3 92.6 92.8 92.4 92.7 92.5 95.9 94.9 94.9 95.0 99.7 99.7 99.6   
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3.7. Kết quả phân tích phả hệ nguồn gốc dựa trên gen S hoàn chỉnh và toàn bộ 

hệ gen 

Phân tích phả hệ dựa trên gen S và toàn bộ hệ gen cung cấp cái nhìn tổng quan 

về mối quan hệ di truyền giữa các chủng PEDV đang lưu hành tại Việt Nam và trên 

thế giới. Sự phân tích này không chỉ giúp xác định các nhóm genotype mà còn cho 

phép theo dõi sự tiến hóa của virus qua thời gian và không gian địa lý. Việc hiểu rõ 

sự tương đồng và khác biệt giữa các genotype PEDV góp phần quan trọng trong việc 

đánh giá khả năng lan truyền, độc lực của các chủng, và đưa ra các biện pháp phòng 

ngừa hiệu quả. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành phân tích phả hệ nguồn gốc của các 

chủng PEDV dựa vào dữ liệu nucleotide của gen S là gen quan trọng liên quan đến 

tính sinh miễn dịch của virus, và toàn bộ hệ gen của virus nhằm đánh giá một cách 

toàn diện, chính xác nhất về nguồn gốc của chủng virus đang lưu hành tại Việt Nam. 

Những phân tích này không chỉ cung cấp thông tin về sự phân bố của các nhóm virus 

mà còn giúp xác định rõ ràng các chủng đang chiếm ưu thế, từ đó hỗ trợ xây dựng 

chiến lược phòng dịch phù hợp. Kết quả được thể hiện trong Hình 3.4 và 3.5 
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Hình 3.5. Cây phả hệ xác định mối quan hệ nguồn gốc của các chủng PEDV dựa 

trên trình tự nucleotide của gen S.  

Ghi chú: Chủng PEDVHY1 trong nghiên cứu được đánh dấu bằng hình thoi màu 

đen. Cây phả hệ được xây dựng bằng phần mềm MEGA 7, phương pháp “kết nối 

liền kề” ((Neighbor-Joining) với hệ số tin tưởng (bootstrap) 1000 lần lặp lại. Vạch 

ngang ở cuối hình (0.005) biểu thị sai khác nucleotide (1/1000) ở mỗi nhánh. 
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Hình 3.6. Cây phả hệ xác định mối quan hệ nguồn gốc của các chủng PEDV dựa 

trên trình tự toàn bộ hệ gen.  

Ghi chú: Chủng PEDVHY1 trong nghiên cứu được đánh dấu bằng hình thoi màu 

đen. Cây phả hệ được xây dựng bằng phần mềm MEGA 7, phương pháp “kết nối 

liền kề” ((Neighbor-Joining) với hệ số tin tưởng (bootstrap) 1000 lần lặp lại. Vạch 

ngang ở cuối hình (0.002) biểu thị sai khác nucleotide (1/1000) ở mỗi nhánh. 

Phân tích phả hệ nguồn gốc cho thấy các chủng PEDV trên thế giới tập trung 

thành hai nhóm G1 và G2. Trong mỗi nhóm G1 và G2 tiếp tục được chia thành các 

phân nhóm là G1a và G1b; G2a và G2b.  
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Cả hai cây phân loại, dựa trên dữ liệu gen S hay dữ liệu toàn bộ hệ gen đều 

thống nhất xếp loại PEDVHY1 vào genotype G2b cùng với các chủng có nguồn gốc 

Trung Quốc và Việt Nam. Các genotype còn lại nằm ở các nhánh riêng biệt, có độ 

tập trung cao theo từng nhóm.  

Đáng chú ý là các chủng vaccine CV777, DR13, và SM98 hiện đang được sử 

dụng đều nằm ở nhóm genotype G1a và G1b.   

Kết quả phân loại này phù hợp với nghiên cứu cho rằng các chủng PEDV thuộc 

genotype 2 có sự phân bố chủ yếu ở khu vực châu Á và Trung Quốc [30]. Ngược lại, 

hai chủng trong nghiên cứu lại có khoảng cách di truyền xa với các chủng vaccine 

như CV777, DR13, và SM98. 

Tóm lại, một chủng mới có độc lực cao đã được phân lập và xác định, giúp 

chúng ta hiểu rõ hơn về các đặc điểm phân tử, đánh giá khả năng gây bệnh, các biến 

thể di truyền/phát sinh loài của chủng PEDV gây bệnh thực địa tại tỉnh Hưng Yên 

(một trong các tỉnh có quần thể lợn cao nhất) liên quan đến các đợt bùng phát. So 

sánh toàn bộ bộ gen và các protein cấu trúc cho thấy các chủng PEDV G2 vẫn là 

nguồn chính gây ra các đợt bùng phát mặc dù đã liên tục tiêm vaccine. Nghiên cứu 

này cho thấy sự cần thiết trong giám sát dịch tễ học phân tử của PEDV cũng như phát 

triển các loại vaccine có tính bảo hộ cao với chủng virus đang lưu hành. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

1. Kết luận 

- Đã thu nhận và giải trình tự toàn bộ hệ gen của chủng virus PEDV thu nhận 

tại tỉnh Hưng Yên, năm 2023 gồm 28.212 nucleotide, kí hiệu PEDVHY1. 

- Đã phân tích đặc điểm phân tử gen kháng nguyên S và S1 của chủng virus 

PEDV gây bệnh. Kết quả cho thấy gen S1 có kích thước 2205 nucleotide mã hóa cho 

735 amino acid; gen S hoàn chỉnh có kích thước 4158 nucleotide mã hóa cho 1386 

amino acid. Protein S1 chứa nhiều đột biến, đặc biệt là đột biến chèn đoạn và xóa 

đoạn so với chủng virus nhược độc vaccine.  

- Phân tích phả hệ nguồn gốc dựa trên dữ liệu nucleotide toàn bộ hệ gen, dữ liệu 

gen S và dữ liệu gen S1 đều đồng nhất cho thấy chủng virus PEDV gây bệnh thuộc 

genotype G2b, là chủng virus đang lưu hành phổ biến hiện nay ở Việt Nam và trên 

thế giới, khác nhóm với chủng virus vaccine DR13 và CV777 nhược độc đều thuộc 

genotype G1. 

2. Kiến nghị 

Cần tiếp tục thu nhận và giải mã gen S cũng như toàn bộ hệ gen của các chủng 

PEDV ở nhiều tỉnh thành khác nhau để đưa ra được đánh giá tổng quan nhất về dịch 

tễ học phân tử của PEDV trên toàn quốc hiện nay. 
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PHỤ LỤC 

Trình tự toàn bộ hệ gen của chủng PEDVHY1: 

Trình tự gen ORF1a: 

ATGGCTAGCAACCATGTTACATTGGCTGTTGCCAATGATGCAGAAATTTCAGC

CTTTGGCTTTTGCACTGCTAGTGAAGCCGTCTCATACTATTCTGAGGCCGCCGC

TAGTGGATTTATGCAATGCCGTTTTGTGTCCTTCGATCTCGTTGACACTGTTGA

GGGATTGCTTCCCGAAGACTATGTCATGGTTGTGGTCGGCACTACCAAGCTTA

GTGCGTATGTGGACACTTTTGGTAGCCGCCCCAGAAATATTTGTGGTTGGCTAT

TATTTTCTAACTGTAATTACTTCCTCGAAGAGTTAGAGCTCACTTTTGGTCGTC

GTGGTGGTAACATCGTGCCAGTTGATCAATACATGTGTGGCGCTGACGGGAAA

CCTGTTCTTCAGGAATCCGAGTGGGAGTATACAGACTTCTTTGCTGACTCCGAG

GACGGTCAACTCAACATTGCTGGGATCACTTATGTGAAGGCCTGGATTGTAGA

GCGGTCGGATGTCTCTTATGCGAGTCAGAATTTAACATCTATTAAATCTATTAC

TTATTGTTCAACCTATGAGCATACTTTTCCTGATGGTACCGCCATGAAGGTTGC

ACGTACTCCAAAGATCAAGAAGAATGTTGTCTTGTCTGAGCCACTTGCTACTAT

CTACAGGGAAATTGGTTCTCCTTTTGTGGATAATGGGAGCGATGCTCGTTCTAT

CATTAAGAGACCAGTGTTCCTCCACGCTTTTGTTAAGTGTAAGTGTGGTAGTTA

TCATTGGACTGTTGGTGATTGGACTTCCTATGTCTCCACCTGCTGTGGCTTTAA

GTGCAAGCCAGTCCTTGTGGCTTCATGTTCTGCTACACCTGGTTCTGTTGTGGT

TACGCGCGCTGGTGCTGGCACTGGTGTTAAGTATTACAACAACATGTTCCTGCG

CCATGTGGCAGACATTGACGGGTTGGCATTCTGGCGAATTCTTAAGGTGCAGT

CCAAAGACGACCTCGCTTGCTCTGGTAAATTCCTTGAACACCATGAGGAAGGT

TTCACAGATCCTTGCTACTTTTTGAATGACTCGAGCATTGCTACTAAGCTCAAG

TTTGACATCCTTAGTGGCAAGTTTTCTGATGAAGTCAAACAAGCTATCTTTGCT

GGTCATGTTGTTGTTGGCAGTGCGCTCGTTGACATTGTTGACGATGCACTGGGA

CAACCTTGGTTTATACGTAAGCTTGGTGACCTTGCAAGTGCAGCCTGGGAGCA

GCTTAAGGCTGTCGTTAGAGGCCTTAACCTTCTGTCTGATGAAGTCGTGCTCTT

TGGCAAAAGACTTAGCTGTGCCACTCTTAGTATCGTTAACGGTGTTTTTGAGTT

TGTCGCCGAAGTGCCAGAGAAGTTGGCTGCGGCTGTTACAGTTTTTGTCAACTT

TTTGAATGAGCTTTTTGAGTCTGCCTGTGACTGTTTAAAGGTCGGAGGTAAAAC

CTTTAACAGGGTTGGCTCTTATGTTCTTTTTGATAATGCATTGGTTAAGCTTGTC

AATGCAAAAGTTCGCGGCCCACGACAGGCAGGTGTTTGTGAAGTTCGTTACAC

AAGCCTTGTTATTGGAAGTACCACCAAGGTGGTTTCCAAGCGCGTTGAAAATG

CCAATGTGAATCTCATCGTCGTTGACGAGGATGTGACTCTCAACACCACTGGTC

GTACAGTTGTTGTTGATGGACTTGCATTCTTCGAGAGTGACGGGTTTTACAGAC

ATCTTGCTGATGCTGACGTTGTCATTGAACATCCTGTTTATAAGTCTGCTTGTG

GGCTCAAGCCAGTCTTTGAGTGTGACCCAATACCTGATTTTCCCATGCCTGTGG

CCGCTAGTGTTGCAGAGCTTTGTGTGCAAACTGACCTGTTGCTTAAAAATTACA
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ACACTCCTTATAAAACTTACAGCTGTGTGGTGAGAGGTGATAAGTGTTGCATT

ACTTGCACCTTACATTTCACAGCACCAAGTTATATGGAGGATGCTGCTAATTTT

GTAGACCTCTGTACCAAGAACATTGGTACTGCTGGTTTTCATGAGTTTTATATT

ACGGCCCATGAACAACAGAATCTGCAAGGGTTCGTAACCACTTGTTGCACGAT

GTCAGGTTTTGAGTGTTTTATGCCTATAATCCCACAGTGTCCAGCAGTGCTTGA

AGAGATTGATGGTGGTAGCATCTGGCGGTCTTTTATCACTGGTCTTAATACAAT

GTGGGATTTTTGCAAGCATCTTAAAGTCAGCTTTGGACTAGATGGCATTGTTGT

CACTGTAGCACGCAAATTTAAACGACTTGGTGCTCTCTTGGCAGAAATGTATA

ACACTTACCTTTCAACTGTGGTGGAAAACTTGGTACTGGCCGGTGTTAGCTTCA

AGTATTATGCCACCAGTGTCCCAAAAATTGTTTTGGGCTGTTGTTTTTACAGTG

TTAAAAGTGTTCTTGCAAGTGCCTTCCAGATTCCTGTCCAGGCAGGCATTGAGA

AGTTTAAAGTCTTTCTTAACTGTGTTCACCCTGTTGTACCACGCGTCATTGAAA

CTTCTTTTGTGGAATTAGAAGAGACGACATTTAAACCACCAGCACTCAATGGT

AGTATTGCTGTTGTTGATGGCTTTGCTTTCTATTATGATGGAACACTATACTATC

CTACCGATGGTAATAGTGTTGTGCCTATCTGTTTTAAGAAGAAGGGTGGTGGT

GATGTCAAATTCTCTGATGAAGTCTCTGTTAGAACCATTGACCCAGTTTATAAG

GTCTCCCTTGAATTTGAGTTCGAGTCTGAGACTATTATGGCTGTGCTTAATAAG

GCTGTTGGTAATCGTATCAAGGTTACAGGTGGTTGGGACGATGTTGTTGATTAT

ATCAACGTTGCCATTGAGGTTCTTAAAGATCACATCGATGTGCCTAAGTACTAC

ATTTATGATGAGGAAGGTGGCACCGATCCTAATATTCCCGTAATGGTTTCTCAG

TGGCCGCTGAATGATGACACGACCTCACAGGATCTGCTTGACGTGGAAGTTGT

TACGGATGCACCAATTGATTCCGAGGGTGATGAAGTGGCCTCCTCTGACCCTG

ATAAGGTGGCAGATGTGGCTAACTCTGAGCCTGAGGATGATGGTCTTAATGTA

GCTCCTGAAACAAATGTAGAGTCTGAAGTTGAGGAAGTTGCCGCAACCTTGTC

CTTTATTAAAGATACACCTTCCACAGTTACTAAGGATCCTTTTGCTTTTGATTTT

GCAAGCTATGGAGGACTTAAGGTTTTAAGACAATCTCATAACAACTGCTGGGT

TACTTCTACCTTGGTGCAGCTACAATTGCTTGGCATCTTTGATGACCCTGCAAT

GGAGCTTTTTAGTGCTGGTAGAGTTGGTCCAATGGTTCGCAAATGCTATGAGTC

ACAAAAGGCTATCTTGGGATCTTTGGGTGATGTGTCGGCTTGCCTAGAGTCTCT

GACTAAGGACCTACACACACTTAAGATTACTTGTTCTGTAGTCTGTGGTTGTGG

TACTGGTGAACGTATTTATGAGGGTTGTGCTTTTCGTATGACGCCAACTTTGGA

ACCGTTCCCATATGGTGCTTGTGCCCAGTGTGCTCAAGTTTTGGTGCACACTTT

TAAAAGTATTGTTGGCACCGGCATCTTTTGTCGAGATACTACTGCTCTCTCCTT

GGATTCTTTGGTTGTAAAACCTCTTTGTGCGGCTGCTTTTATAGGCAAGGATAG

TGGTCATTATGTCACCAACTTTTATGATGCTGCTATGGCTATTGATGGTTATGG

TCGTCATCAGATAAAGTATGACACACTGAACACCATTTGTGTTAAAGACGTTA

ATTGGACAGCACCTTCTGTCCCTGACGTTGAGCCTGTATTGAAGCCTGTTGTCA

AACCTTTCTATTCTTATAAGAATGTTGATTTTTATCAAGGAGATTTTAGTGACC

TTGTTAAGCTTCCATGTGACTTTGTTGTTAATGCTGCAAATGAGAATTTGTCTC

ACGGTGGCGGCATAGCAAAGGCCATTGATGTTTATACCAAGGGCATGTTGCAG
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AAGTGCTCAAATGATTACATTAAAGCACACGGTCCCATTAAAGTTGGACGTGG

TGTCATGTTGGAGGCATTAGGTCTTAAGGTCTTTAATGTTGTTGGTCCACGTAA

GGGTAAGCATGCACCTGAGCTTCTTGTTAAGGCTTATAAGTCCGTTTTTGCTAA

TTCAGGTGTTGCTCTTACACCTTTGATTAGTGTTGGAATTTTTAGTGTTCCTTTG

GAAGAATCTTTATCTGCTTTTCTTGCATGTGTTGGTGATCGCCACTGTAAGTGC

TTTTGTTATAGTGACAAAGAGCGCGATGCGATCATTAATTACATGGATGGCTTG

GTAGATGCTATTTTCAAAGAAGCGCTTGTTGATACCACTCCTGTCCAGGAAGAT

GTTCAACAAGTTTCACAAAAACCAGTTTTGCCTAATTTTGAACCTTTCAGGATT

GAAGGTGCTCATGCTTTCTATGAGTGTAACCCTGAAGGTTTGATGTCCTTAGGT

GCTGACAAGCTGGTGTTGTTTACAAATTCCACTTTGGATTTTTGTAGCGTTGGT

AAGTGTCTTAACAATGTGACCGGCGGTGCATTGCTTGAAGCCATAAATGTATTT

AAAAAGAGTAACAAAACAGTGCCTGCTGGCAACTGTGTTACTTTTGAGTGTGC

AGATATGATTTCTATTACTATGGTAGTATTGCCAGCTGATGGTGATGCTAATTA

TGACAAAAATTATGCACGGGCCGTTGTTAAGGTATCTAAGCTTAAAGGCAAGT

TATTGCTTGCTGTTGATGATGCCACGTTGTATTCCAAGTTGTCCCACCTTAGCG

TGGTAGGTTTCGTATCCACACCTGATGATGTGGAGCGTTTCTACGCAAATAAG

AGTGTGGTTATTAAAGTCACTGAGGATACACGTAGTGTTAAGGCTGTTAAAGT

GGAATCTACTGTTACTTATGGACAACAAATCGGACCTTGTCTTGTTAATGACAC

CGTTGTCACAGACAACAAACCTGTTGTTGCTGATGTTGTAGCTAAGGTTGTACC

AAGTGCTAATTGGGATTCACATTATGGTTTTGATAAGGCTGGTGAGTTCCATAT

GCTAGACCATACTGGTTTTGCCTTTTCTAGTGAAGTTGTTAATGGTAGGCGTGT

GCTTAAAACCACAGATAATAACTGTTGGGTTAATGTTACATGTTTACAATTACA

GTTTGCTAGATTTAGGTTCAAGTCAGCAGGTCTACAGGCTATGTGGGAGTCCTA

TTGTACTGGTGATGTTGCTATGTTTGTGCATTGGTTGTACTGGCTTACTGGTGTT

GACAAAGGTCAGCCTAGTGATTCAGAAAATGCACTTAACATGTTGTCTAAGTA

CATTGTTCCTGCTGGTTCTGTCACTATTGAACGTGTCACGCATGACGGCTGTTG

TTGTAGTAAACGTGTTGTCACTGCACCAGTTGTTAATGCTAGCGTTTTGAAGCT

TGGCGTCGAGGATGGTCTTTGTCCACATGGTCTTAACTACATTGACAAAGTTGT

TGTAGTTAAAGGTACTACAATTGTTGTCAATGTTGGGAAACCTGTGGTGGCAC

CATCACACCTCTTTCTCAAGGGTGTTTCCTACACAACATTCCTAGATAATGGTA

ACGGTGTTGTCGGCCATTATACTGTTTTTGATCATGACACTGGCATGGTGTATG

ATGGAGATGCTTTTGTACCGGGTGATCTTAATGTATCCCCTGTTACAAATATTG

TTGTCTCAGAGCAGACGGCTGTTGTGATTAAAGACCCCGTGAAGAAAGTAGAG

TTGGACGCTACAAAGCTGTTAGACACTATGAATTATGCATCGGAAAGATTCTTT

TCCTTTGGTGATTTCATGTCACGTAATTTAATTACAGTGTTTTTGTACATCCTTA

GCATTTTGGGTCTCTGTTTTAGGGCCTTTCGTAAGAGAGATGTTAAAGTTCTAG

CTGGTGTGCCCCAACGTACTGGTATTATATTGCGTAAAAGTGTGCGCTATAATG

CAAAGGCGTTGGGTGTCTTTTTCAAGCTAAAGCTTTATTGGTTCAAAGTTCTTG

GTAAGTTTAGTTTGGGTGTTTATGCATTGTATGCACTACTATTCATGACAATAC

GCTTTACACCTATAGGTGGCCCTGTTTGTGATGATGTTGTTGCTGGTTATGCTA



59 

ATTCTAGTTTTGACAAGAATGAGTATTGCAACAGTGTTATTTGTAAGGTCTGTC

TATATGGGTACCAGGAACTCTCGGACTTCTCTCACACACAGGTAGTATGGCAA

CACCTTAGAGACCCATTAATTGGTAATGTGATGCCTTTCTTTTATTTGGCATTTT

TGGCAATTTTTGGGGGTGTTTATGTAAAGGCTATTACTCTCTATTTTATTTTTCA

GTATCTTAACATTCTTGGTGTGTTTTTGGGCTTACAACAGTCCATTTGGTTTTTG

CAGCTTGTGCCTTTTGATGTTTTTGGCGACGAGATCGTCGTCTTTTTCATCGTTA

CACGCGTATTGATGTTCCTTAAGCATGTTTTCCTTGGCTGTGATAAGGCATCTT

GTGTGGCTTGCTCTAAGAGTGCTCGTCTTAAGCGCGTTCCTATTCAGACTATCT

TTCAGGGTACTAGCAAATCCTTCTACGTACATGCCAATGGTGGTTCTAAGTTCT

GTAAGAAGCACAATTTCTTTTGTTTAAATTGTGATTCTTATGGTCCAGGCTGCA

CTTTTATTAATGACGTCATTGCAACTGAAGTTGGTAATGTCGTCAAACTTAATG

TGCAACCCACAGGTCCTGCCACTATTCTTATTGACAAGGTTGAATTCAGTAATG

GTTTTTACTATCTTTATAGTGGTGACACATTTTGGAAGTACAACTTTGACATAA

CAGATAGCAAATACACTTGCAAAGAGGCACTTAAAAATTGTGGCATAATCACA

GACTTTATTGTTTTTAACAATAATGGTTCCAATGTAAATCAGGTTAAGAATGCA

TGTGTGTATTTTTCACAGATGCTTTGTAAACCTGTTAAATTAGTGGACTCAGCG

TTGTTGGCCAGTTTGTCTGTTGATTTTGGTGCAAGTTTACATAGTGCTTTTGTTA

GTGTGTTGTCGAATAGTTTCGGCAAAGACCTGTCAAGTTGTAATGACATGCAG

GATTGCAAGAGCACATTGGGTTTTGATGATGTACCATTGGATACCTTTAATGCT

GCTGTTGCTGAGGCTCATCGTTATGATGTCCTCTTGACTGACATGTCATTCAAC

AATTTTACCACCAGTTACGCAAAACCAGAGGAAAAATTTCCCGTCCATGACAT

TGCCACGTGTATGCGTGTAGGTGCCAAGATTGTTAATCATAATGTTCTTGTCAA

GGATAGTATACCTGTGGTGTGGCTTGTACGTGACTTCATTGCCCTTTCGGAAGA

AACTAGGAAGTACATTATTCGTACGACTAAAGTTAAGGGTATAACATTTATGC

TGACCTTTAATGATTGTCGTATGCATACTACCATACCTACTGTTTGCATTGCAA

ATAAGAAGGGTGCGGGTCTTCCTAGTTTTTCAAAGGTTAAGAAATTCTTTTGGT

TTTTGTGTCTTTTCGTAGTTGCTGTTTTCTTTTCACTAAGCTTTCTTGATTTTAGT

ATTCAGGTTAGCAGTGATAGCGATTATGATTTCAAGTATATTGAGAGTGGCCA

GTTGAAGACTTTTGACAATCCACTTAGTTGTGTGCATAATGTCTTTAGTAACTT

CGACCAGTGGCATGATGCCAAGTTTGGTTTCACCCCCGTCAACAATCCTAGTTG

TCCTATAGTTGTTGGTGTATCAGACGAAGCTCGCACTGTTCCAGGTATCCCAGC

AGGTGTTTATTTAGCTGGTAAAACACTTGTGTTTGCTATTAACACCATTTTTGG

TACATCTGGTTTGTGCTTTGATGCTAGTGGCGTTGCTGATAAGGGCGCTTGCAT

TTTTAATTCGGCTTGCACCACATTATCTGGTTTGGGTGGAACTGCTGTCTACTG

TTATAAGAATGGTCTAGTTGAAGGTGCTAAACTTTATAGTGAGTTGGCACCTCA

TAGCTACTATAAAATGGTAGATGGTAATGCTGTGTCTTTACCTGAAATTATCTC

ACGCGGCTTTGGCATCCGTACTATCCGTACAAAGGCTATGACCTACTGTCGCGT

TGGCCAGTGTGTGCAATCTGCAGAAGGTGTTTGTTTTGGCGCCGATAGATTCTT

TGTCTATAATGCAGAATCTGGTTCTGACTTCGTTTGTGGCACGGGGCTCTTCAC

ATTGTTGATGAATGTTATTAGTGTTTTTTCCAAGACAGTACCAGTAACTGTGTT
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GTCTGGTCAAATACTTTTTAATTGCATTATTGCTTTTGCAGCTGTTGCCGTGTGT

TTCTTATTTACAAAGTTTAAGCGCATGTTCGGTGATATGTCTGTTGGCGTTTTCA

CTGTCGGTGCTTGTACTTTGTTGAACAATGTTTCTTACATTGTAACACAGAACA

CACTTGGCATGTTGGGCTATGCAATTTTGTACTTTTTGTGCACTAAAGGTGTTA

GATATATGTGGATTTGGCATTTGGGATTTTTGATCTCATATACACTTATTGCAC

CATGGTGGGTTTTGATGGTTTATGCCCTTTCAGCCATTTTAGAGTTTATGCCTA

ACCTTTTTAAGCTTAAGGTTTCAACACAACTCTTTGAGGGTGACAAGTTCGTAG

GCTCTTTTGAAAATGCTGCAGCAGGTACATTTGTGCTTGATATGCATGCCTATG

AGAGACTTGCCAACTCTATCTCAACTGAAAAACTGCGTCAGTATGCTAGTACTT

ACAATAAGTACAAGTATTATTCAGGCAGTGCTTCAGAGGCTGATTACAGGCTT

GCTTGTTTTGCCCATTTGGCCAAGGCTATGATGGATTATGCTTCTAATCACAAC

GACACGTTATACACACCACCCACTGTGAGTTACAATTCAACTTTACAGGCGGG

CTTGCGTAAGATGGCACAACCATCTGGTGTTGTTGAGAAGTGCATAGTTCGTGT

TTGCTATGGTAATATGGCTCTTAATGGCCTATGGCTTGGTGACACTGTTATCTG

CCCGCGCCATGTTATAGCGTCTAGTACTACTAGCACTATAGATTATGACTATGC

CATTTCTGTTTTACGCCTCCACAACTTCTCCATTTCATCTGGTAATGTGTTCCTA

GGTGTTGTGGGTGTAACCATGCGAGGTGTTTTGTTGCAGATAAAGGTTAATCA

AAACAATGTCCACACGCCTAAGTACACCTATCGCACAGTTAGACCGGGTGAAT

CTTTTAATATTTTGGCGTGCTATGATGGTGCTGCAGCTGGTGTTTATGGCGTTA

ACATGCGCTCTAATTACACTATTAGAGGTTCGTTCATTAATGGCGCTTGTGGTT

CACCTGGTTATAATATTAACAATGGTACCGTTGAGTTTTGCTATTTACACCAGC

TTGAACTCGGTTCAGGCTGTCATGTTGGTAGCGACTTAGATGGTGTTATGTATG

GTGGCTATGAGGACCAACCTACTTTGCAAGTTGAAGGCGCTAGTAGTCTGTTT

ACGGAGAATGTGTTGGCATTTCTTTATGCAGCACTTATTAATGGTTCTACTTGG

TGGCTTAGTGCTTCTAGGATTGCTGTAGACAGGTTTAATGAGTGGGCTGTTCAT

AATGGTATGACAACAGTGGGTAATACTGATTGCTTTTCTATTCTTGCTGCTAAG

ACTGGCGTTGATGTACAACGTTTGTTGGCCTCAATCCAGTCTCTGCATAAGAAT

TTTGGTGGAAAGCAAATTCTTGGCTATACCTCGTTGACAGATGAGTTTACTACA

TGTGAAGTTATACGTCAAATGTATGGCGTTAATCTTCAGAGTGGTTATGTTTCA

CGCGCCTGCAGAAATGTCTTGCTGGTTGGTTCTTTTCTGACTTTCTTTTGGTCAG

AATTAGTTTCCTACACTAAGTTCTTTTGGGTAAATCCTGGTTATGTCACACCTA

TGTTTGCGTGTTTGTCATTGTTGTCCTCACTTTTGATGTTCACACTCAAGCATAA

AACGTTGTTTTTCCAGGTCTTCTTAATACCTGCTCTGATTGTTACATCTTGCATT

AATTTGGCATTTGATGTAGAAGTCTATAACTATTTGGCAGGGCATTTTGATTAC

CATGTTTCTCTCATGGGTTTTAATGCACAAGGTCTTGTTAATATCTTTGTATGCT

TTGTTGTTACCATTTTACACGGCACATACACATGGCGCTTCTTTAATACACCTG

TGAGTTTTGTCACTTATGTGGTAGCTTTGTTGACTGCAGCATATAACTACTTCT

ACGCTAGTGACATTCTTAGTTGTGCTATGACACTATTTGCTAGTGTGACTGGCA

ACTGGTTTGTTGGTGCTGTTTGTTATAAAGCTGCTGTTTATATGGCCTTGAGGTT

TCCTACTTTTGTGGCTATTTTTGGTGATATTAAGAGTGTTATGTTTTGTTACCTT
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GTGTTGGGTTATTTTACCTGTTGCTTTTATGGTATTCTCTATTGGTTCAACAGGT

TTTTTAAGGTTAGTGTAGGTGTCTATGACTATACTGTTAGTGCTGCTGAGTTTA

AGTATATGGTTGCTAACGGCTTACGTGCACCAACTGGAACACTTGATTCACTAC

TTCTGTCTGCCAAATTGATTGGTATTGGTGGTGAGCGGAATATTAAGATCTCTT

CCGTTCAGTCTAAATTGACTGATATTAAGTGTAGTAATGTTGTGCTTTTAGGCT

GTCTCTCTAGCATGAATGTCTCAGCAAATTCAACAGAATGGGCCTATTGTGTTG

ACTTGCATAACAAGATCAACTTGTGTAATGACCCAGAAAAAGCGCAGGAAATG

CTACTTGCTTTGTTGGCATTTTTCCTTAGTAAGAATAGTGCTTTTGGTTTAGATG

ACTTATTGGAATCCTATTTTAATGACAATAGTATGTTGCAGAGTGTTGCATCTA

CTTATGTCGGTTTGCCTTCTTATGTCATTTATGAAAATGCACGCCAACAGTATG

AAGATGCTGTTAATAATGGTTCTCCACCTCAGTTGGTTAAGCAATTGCGCCATG

CTATGAATGTAGCAAAGAGCGAATTTGACCGTGAGGCTTCTACTCAGCGTAAG

CTTGATAGAATGGCGGAACAGGCTGCAGCACATATGTACAAAGAGGCACGAG

CAGTTAATAGGAAGTCCAAAGTTGTAAGTGCTATGCATTCACTGCTTTTTGGTA

TGTTGAGACGTTTGGATATGTCTTCTGTAGACACCATTCTCAACTTGGCAAAGG

ATGGGGTTGTACCTCTGTCTGTCATACCGGCAGTCAGTGCTACTAAGCTTAACA

TTGTTACTTCTGATATCGACTCTTATAATCGTGTCCAGCGTGAGGGATGTGTCC

ATTACGCTGGTACCATTTGGAATATAATTGATATCAAGGACAATGATGGCAAG

GTGGTACACGTCAAGGAGGTAACCGCACAGAATGCTGAGTCCCTGTCATGGCC

CCTGGTCCTAGGGTGTGAGCGTATTGTCAAGCTCCAGAATAATGAAATTATTCC

TGGTAAGCTGAAGCAGCGCTCCATTAAGGCAGAAGGAGATGGCATAGTTGGA

GAAGGTAAGGCACTTTACAATAATGAGGGTGGACGTACTTTTATGTATGCTTTC

ATCTCGGATAAACCGGACCTGCGTGTAGTTAAGTGGGAGTTTGATGGTGGTTG

TAACACTATTGAGCTAGAACCACCACGTAAGTTTTTGGTGGATTCTCCTAATGG

TGCACAGATCAAGTATCTCTACTTTGTTCGTAACCTTAACACGTTACGTAGGGG

TGCTGTTCTTGGCTACATAGGTGCCACTGTACGCTTGCAGGCTGGTAAACAAAC

AGAACAGGCTATTAACTCTTCATTGTTGACACTTTGCGCTTTCGCTGTGGATCC

TGCTAAGACCTACATCGATGCTGTCAAAAGTGGTCACAAACCAGTAGGTAACT

GTGTTAAGATGTTGGCCAATGGTTCTGGTAATGGACAAGCTGTTACTAATGGT

GTGGAGGCTAGTACTAACCAGGATTCATATGGTGGTGCTTCCGTGTGTCTATAT

TGTAGAGCACATGTTGAGCATCCATCTATGGATGGTTTTTGCAGACTGAAAGG

CAAGTACGTACAGGTGCCACTAGGTACAGTGGATCCTATACGTTTTGTACTTGA

GAATGACGTTTGCAAGGTTTGTGGTTGTTGGCTGGCTAATGGCTGCACTTGTGA

CAGATCCATTATGCAAAGCACTGATATGGCTTATTTAAACGAGTACGGGGCTC

TAGTGCAGCTCGACTAG 

Trình tự gen ORF1b: 

GTGTATCGTGCTTTTGACATCTACAACAAGGATGTTGCTTGTCTAGGTAAATTC

CTCAAGGTGAACTGTGTTCGCCTGAAGAATTTGGATAAGCATGATGCATTCTAT

GTTGTCAAAAGATGTACCAAGTCTGTGATGGAACACGAGCAATCCATTTATAG
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CAGACTTGAAAAGTGTGGAGCCGTAGCCGAACACGATTTCTTCACTTGGAAGG

ATGGTCGTGCAATCTATGGTAACGTTTGTAGAAAGGATCTTACCGAGTATACT

ATGATGGATTTGTGTTACGCTTTACGTAACTTTGATGAAAACAATTGTGATGTT

CTTAAGAGCATTTTAATTAAGGTAGGTGCTTGTGAGGAGTCCTACTTTAATAAT

AAAGTCTGGTTTGACCCTGTTGAAAATGAAGACATTCATCGTGTCTATGCATTG

TTAGGTACCATTGTTTCACGTGCTATGCTTAAATGCGTTAAGTTCTGTGATGCA

ATGGTTGAACAAGGTATAGTTGGTGTTGTCACATTAGATAATCAGGATCTTAAT

GGTGATTTTTATGACTTTGGTGATTTTACTTGTAGCATCAAGGGAATGGGTATA

CCCATTTGCACATCATATTATTCTTATATGATGCCTGTTATGGGTATGACTAATT

GCCTTGCTAGTGAGTGTTTTGTTAAGAGTGATATATTTGGTGAGGATTTCAAGT

CATATGACCTTCTGGAATATGATTTCACGGAGCATAAGACATCACTCTTCAACA

AGTATTTCAAGTATTGGGGACTGCAATACCACCCTAATTGTGTGGACTGCAGT

GATGAGCAGTGCATAGTTCACTGTGCTAACTTCAATACGTTGTTTTCCACTACT

ATACCTATTACGGCATTTGGACCTTTGTGTCGCAAGTGCTGGATTGATGGTGTT

CCACTGGTAACTACAGCTGGTTACCATTTTAAACAGTTAGGTATAGTTTGGAAC

AATGATCTCAACTTACATTCTAGCAGGCTCTCTATTAATGAACTACTCCAGTTT

TGTAGTGATCCTGCATTGCTTATAGCATCATCACCAGCCCTTGTTGATCAGCGT

ACTGTTTGCTTTTCAGTTGCAGCGCTAGGTACAGGTATGACTAACCAGACTGTG

AAACCTGGCCATTTCAATAAGGAGTTTTATGACTTCTTACTTGAGCAAGGTTTC

TTCTCTGAGGGCTCTGAGCTTACTTTAAAGCACTTCTTCTTTGCACAGAAGGGT

GATGCAGCTGTTAAGGATTTTGACTACTATAGGTATAATAGACCCACTGTTCTG

GACATTTGCCAAGCACGCGTCGTGTATCAAATAGTGCAACGCTATTTTGATATC

TACGAAGGTGGTTGTATCACCGCTAAAGAAGTGGTTGTTACAAACCTCAACAA

GAGCGCAGGCTATCCTTTGAACAAGTTTGGTAAAGCAGGTCTTTACTATGAGT

CTTTATCCTATGAGGAACAGGACGAACTTTATGCTTATACTAAGCGTAACATCC

TGCCCACTATGACACAGCTCAACCTTAAATATGCTATAAGTGGCAAAGAACGT

GCACGCACAGTGGGTGGTGTTTCGCTTTTGTCAACCATGACTACTCGGCAGTAT

CATCAGAAACACCTTAAGTCCATAGTTAACACTAGAGGTGCTTCTGTTGTTATT

GGTACTACTAAGTTTTATGGTGGTTGGGACAATATGCTTAAGAACCTTATTGAT

GGTGTTGAAAATCCGTGTCTTATGGGTTGGGATTACCCAAAGTGTGACAGAGC

ACTGCCCAATATGATACGTATGATTTCAGCCATGATCTTAGGCTCTAAGCACAC

CACATGCTGCAGTTCCACTGACCGCTTTTTCAGGTTGTGCAATGAATTGGCTCA

AGTCCTTACTGAGGTTGTTTACTCTAATGGAGGTTTTTATTTGAAGCCAGGCGG

TACTACCTCTGGTGATGCAACCACCGCATATGCAAACTCAGTTTTCAATATCTT

CCAAGCAGTAAGTGCCAATGTTAACAAACTTCTTAGTGTTGACAGCAATGTCT

GTCATAATTTAGAAGTTAAGCAATTGCAGCGTAAGCTTTATGAGTGCTGTTATA

GATCAACCACCGTCGATGACCAGTTCGTCGTTGAGTATTATGGTTACTTGCGTA

AACATTTCTCAATGATGATTCTCTCTGATGATGGCGTTGTTTGTTACAACAATG

ACTATGCATCACTTGGTTATGTCGCTGATCTTAACGCATTCAAGGCTGTTTTGT

ATTACCAGAACAATGTTTTCATGAGCGCCTCTAAATGTTGGATCGAGCCTGAC
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ATTAATAAAGGTCCTCATGAATTTTGTTCGCAGCATACTATGCAGATTGTTGAT

AAGGATGGTACTTATTACCTTCCTTACCCTGATCCTTCAAGAATCCTCTCTGCA

GGTGTGTTTGTTGACGACGTTGTTAAAACTGATGCAGTTGTATTGCTTGAACGT

TATGTGTCATTGGCTATAGATGCCTACCCGTTATCTAAGCATGAAAACCCTGAA

TATAAGAAGGTGTTTTATGTGCTTTTGGATTGGGTTAAGCATCTGTATAAAACT

TTGAATGCTGGTGTGTTAGAGTCTTTTTCTGTCACACTTTTGGAAGATTCTACTG

CTAAATTCTGGGATGAGAGCTTTTATGCCAACATGTATGAGAAATCTGCAGTTT

TGCAATCTGCAGGGCTTTGTGTTGTTTGTGGCTCTCAAACTGTTTTACGTTGTG

GTGATTGTCTACGGCGCCCTATGCTTTGTACTAAGTGTGCTTATGATCATGTCA

TTGGAACAACTCACAAGTTCATTTTGGCTATCACTCCATATGTGTGTTGTGCTT

CAGATTGTGGTGTCAATGATGTAACTAAGCTCTACTTAGGTGGTCTTAGTTATT

GGTGTCATGAACACAAGCCACGTCTTGCATTCCCATTGTGTTCTGCTGGTAATG

TTTTTGGTTTGTACAAAAATTCTGCCACCGGCTCACCCGACGTTGAGGACTTTA

ATCGCATTGCTACATCCGATTGGACTGATGTTTCTGACTACAGGTTGGCAAATG

ATGTCAAGGACTCATTGCGTCTATTTGCAGCGGAAACTATCAAGGCCAAGGAG

GAGAGCGTTAAGTCATCCTACGCTTGTGCAACACTACATGAGGTTGTAGGACC

TAAAGAGTTGTTGCTCAAATGGGAAGTCGGCAGACCCAAACCACCTCTTAATA

GAAATTCGGTTTTCACTTGTTATCATATAACGAAGAACACCAAATTTCAAATCG

GTGAGTTTGTGTTTGAGAAGGCAGAATATGATAATGACGCTGTAACATATAAA

ACTACCGCCACAACAAAACTTGTTCCTGGCATGGTTTTTGTGCTTACCTCACAT

AATGTTCAGCCATTGCGCGCACCGACCATTGCTAATCAAGAACGTTATTCCACT

ATACATAAGTTGCATCCTGCTTTTAACATACCTGAAGCTTATTCTAGCTTAGTG

CCATATTACCAACTGATTGGTAAGCAGAAGATTACAACTATCCAGGGACCTCC

CGGTAGTGGTAAATCTCACTGCGTTATAGGGCTAGGTTTGTACTATCCAGGTGC

ACGTATAGTGTTTACAGCTTGTTCTCATGCAGCGGTCGATTCACTTTGTGTGAA

AGCCTCCACTGCTTATAGCAATGACAAATGTTCACGCATCATACCACAGCGTG

CTCGTGTTGAGTGTTATGACGGCTTCAAGTCTAATAATACTAGTGCCCAGTACC

TTTTCTCCACTGTCAATGCTTTGCCAGAGTGTAATGCGGACATTGTTGTGGTGG

ATGAGGTCTCTATGTGCACTAATTATGACTTGTCTGTCATAAATCAGCGCATCA

GCTATAGGCATGTAGTCTATGTTGGTGACCCTCAACAGTTGCCTGCACCACGTG

TTATGATTTCACGTGGTACTTTGGAACCAAAGGACTACAACGTTGTCACTCAAC

GCATGTGTGCCCTTAAGCCTGATGTTTTCTTGCACAAGTGTTATCGTTGTCCTG

CTGAGATAGTGCGTACTGTGTCTGAGATGGTCTATGAAAACCAATTCATTCCTG

TGCACCCAGATAGCAAGCAATGTTTTAAAATCTTTTGCAAGGGTAATGTTCAG

GTTGATAATGGTTCAAGCATCAATCGCAGGCAATTGGATGTTGTGCGTATGTTT

TTGGCTAAAAACCCTAGGTGGTCAAAGGCCGTTTTTATTTCTCCTTATAACAGC

CAGAATTATGTTGCTAGCCGCATGCTAGGTTTACAAATTCAGACAGTTGACTCA

TCCCAGGGTAGTGAGTATGACTATGTCATTTACACACAAACCTCAGATACTGC

CCATGCCTGTAATGTTAACAGGTTTAATGTTGCCATCACAAGGGCTAAGAAAG

GCATATTATGTATAATGTGCGACAGATCCCTTTTTGATGTGCTTAAATTCTTTG
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AGCTTAAATTGTCTGATTTGCAGGCTAATGAGGGTTGTGGTCTTTTTAAAGACT

GTAGCAGAGGTGATGATCTGTTGCCACCATCTCACGCTAACACCTTCATGTCTT

TAGCGGACAATTTTAAGACCGATCAAGATCTTGCTGTTCAAATAGGTGTTAAT

GGACCCATTAAATATGAGCATGTTATCTCGTTTATGGGCTTCCGTTTTGATATC

AACATACCCAACCATCACACTCTCTTTTGCACACGTGACTTTGCCATGCGCAAT

GTTAGAGGTTGGTTGGGTTTTGACGTTGAAGGAGCACATGTTGTTGGCTCTAAC

GTAGGCACAAATGTCCCATTGCAATTAGGGTTTTCTAATGGTGTTGATTTTGTT

GTCAGACCTGAAGGTTGCGTTGTAACTGAGTCTGGTGACTATATTAAACCCGTC

AGAGCTCGTGCTCCACCAGGGGAACAATTTGCACACCTTTTGCCTCTACTTAAA

CGCGGCCAACCATGGGATGTGGTTCGTAAGCGTATAGTGCAAATGTGTAGTGA

CTACCTGGCTAACCTATCAGACATACTAATTTTTGTGTTGTGGGCTGGTGGTTT

GGAGTTGACAACTATGCGTTACTTTGTTAAGATTGGACCAAGCAAGAGTTGTG

ATTGTGGTAAGGTTGCTACTTGTTACAATAGTGCGCTGCATACGTACTGTTGTT

TCAAACATGCCCTCGGTTGTGATTACCTGTATAATCCATACTGTATTGATATAC

AGCAGTGGGGATACAAGGGATCACTTAGCCTTAACCACCATGAGCATTGTAAT

GTACATAGAAACGAGCATGTGGCTTCTGGTGATGCCATAATGACTCGCTGTCT

GGCCATACATGATTGCTTTGTCAAGAACGTTGACTGGTCCATCACATACCCATT

TATTGGTAATGAGGCTGTTATTAATAAGAGCGGCCGAATTGTGCAATCACACA

CCATGCGGTCAGTTCTTAAGTTATACAATCCGAAAGCCATATATGATATTGGCA

ATCCTAAGGGCATCAGATGTGCCGTAACGGATGCTAAGTGGTTTTGCTTTGAC

AAGAATCCTACTAATTCTAATGTCAAGACATTGGAGTATGACTATATAACACA

TGGCCAATTTGATGGGTTGTGCTTGTTTTGGAATTGCAATGTTGACATGTATCC

AGAATTTTCTGTGGTCTGTCGTTTTGATACTCGCTGTAGGTCACCACTCAACTT

GGAGGGTTGTAATGGCGGTTCACTGTATGTTAATAATCATGCATTCCATACACC

GGCTTTTGACAAGCGTGCATTTGCCAAGTTGAAGCCAATGCCATTTTTCTTTTA

TGATGATACTGAGTGCGACAAGTTACAGGACTCTATAAATTACGTTCCTCTTAG

GGCTAGTAACTGCATTACTAAATGTAATGTTGGTGGAGCTGTCTGTAGTAAGC

ATTGTTCTATGTACCATAGCTATGTTAATGCTTACAACACCTTTACGTCAGCGG

GCTTTACGATTTGGGTGCCCACTTCGTTTGACACCTACAATCTGTGGCAGACAT

TTAGTAACAATTTGCAAGGTCTTGAGAACATTGCTTTCAATGTCGTAAAGAAA

GGATCTTTTGTTGGTGCTGAAGGTGAGCTTCCTGTAGCTGTGGTTAATGACAAA

GTGCTCGTCAGAGATGGTACTGTTGATACTCTTGTTTTTACAAACAAGACATCA

CTACCCACTAACGTAGCTTTTGAGTTGTATGCCAAGCGCAAGATAGGACTCAC

CCCACCCATTACGATCCTACGTAACTTGGGTGTTGTTTGCACATCTAAGTGTGT

CATTTGGGATTATGAAGCCGAACGTCCACTTACTACTTTTACAAAGGATGTCTG

TAAATATACCGACTTTGAGGGTGACGTCTGCACACTCTTTGATAACAGCATTGT

TGGTTCATTAGAGCGATTCTCCATGACCCAAAATGCTGTGCTTATGTCACTTAC

AGCTGTTAAAAAGCTTACTGGCATAAAGTTAACTTATGGTTATCTTAATGGTGT

CCCAGTTAACACACATGAAGATAAACCTTTTACTTGGTATATTTACACTAGGAA

GAACGGCAAATTCGAGGACTATCCTGATGGCTATTTTACCCAAGGTAGAACAA
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CCGCTGATTTTAGCCCTCGTAGCGACATGGAAAAGGACTTCCTAAGTATGGAT

ATGGGTCTGTTTATTAGCAAGTACGGACTTGAAGATTACGGCTTTGAGCACGTT

GTGTATGGTGATGTTTCAAAAACCACCCTTGGTGGTTTACATCTACTAATTTCG

CAGGTGCGTCTGGCCTGTATGGGTGTGCTTAAAATAGACGAGTTTGTGTCTAGT

AACGATAGCACGTTAAAGTCTTGTACTGTTACATATGCTGATAACCCTAGTAGT

AAGATGATTTGCACGTATATGGATCTCCTTCTTGACGACTTTGTTAGCATTCTT

AAATCTTTGGATTTGAGCGTTGTATCTAAAGTTCATGAAGTTATGGTCGATTGT

AAAATGTGGAGGTGGATGTTGTGGTGTAAGGATCATAAACTCCAGACATTTTA

TCCGCAACTTCAGGCTAGTGAATGGAAGTGTGGTTATTCCATGCCTTCTATTTA

CAAGATACAACGTATGTGTTTAGAACCTTGCAATCTCTATAACTATGGTGCTGG

TATTAAGTTACCTGATGGCATTATGTTTAACGTAGTTAAATACACACAGCTTTG

TCAATATCTTAATAGCACCACAATGTGCGTACCCCATCACATGCGTGTGCTACA

TCTTGGTGCTGGCTCCGATAAGGGTGTTGCACCTGGCACGGCTGTCTTACGACG

TTGGTTGCCACTGGATGCCATTATAGTTGACAATGATAGTGTGGATTACGTTAG

CGATGCTGACTATAGTGTTACAGGAGATTGCTCTACCTTATACCTGTCAGATAA

GTTTGACTTAGTTATATCTGATATGTATGATGGTAATATTAAAAGTTGTGATGG

GGAGAACGTGTCTAAAGAAGGCTTCTTTCCCTATATTAATGGTGTCATCACTGA

AAAGTTGGCACTTGGTGGTACTGTAGCTATTAAGGTGACGGAGTTTAGTTGGA

ATAAGAAGTTGTATGAACTCATTCAGAAGTTTGAGTATTGGACAATGTTCTGTA

CCAGTGTTAACACGTCATCATCAGAGGCATTTTTAATTGGTGTTCACTATTTAG

GTGATTTTGCAAGTGGCGCTGTGATTGACGGCAACACTATGCATGCCAATTAT

ATCTTCTGGCGTAATTCCACAATTATGACTATGTCTTACAATAGTGTACTTGAT

TTAAGCAAGTTCAATTGTAAGCATAAGGCTACAGTTGTCGTTAATTTAAAAGA

TTCATCCATCAGTGATGTTGTGTTAGGTTTGTTGAAGAATGGTAAGTTGCTAGT

GCGTAATAATGACGCCATTTGTGGTTTTTCTAATCATTTGGTCAACGTAAACAA

ATGA 

Trình tự gen S: 

ATGAGGTCTTTAACCTACTTCTGGTTGTTCTTACCAGTACTTTCAACATTTAGCC

TACCACAAGATGTCACCAGGTGCTCAGCTAACACTAATTTTAGGCGGTTCTTTT

CAAAATTCAATGTTCAGGCGCCTGCAGTTGTTGTACTCGGCGGTTATCTACCTA

CTGGTGAAAATCAGGGTGTCAATTCAACTTGGTACTGTGCTGGCCAACATCCA

ACTGCTAGTGGCGTTCATGGTATCTTTCTTAGCCATATTAGAGGTGGTCATGGC

TTTGAGATTGGCATTTCGCAAGAGCCTTTTGACTCTAGTGGTTACCAGCTTTAT

TTACATAAGGCTACTGATGGTAACACTAATGCTACTGCGCGATTGCGCATTTGC

CAGTTTCTCAGCATTAAAGCATTGGGCCCCACTGCTAATAATGATGTTACAACA

GGTCGTAACTGCCTATTTAATAAAGCCATCCCAGCTCATATGAGTGAACATAG

TGTTGTCGGCATAACATGGGATAATGACCGTGTCACTGTCTTCTCTGACAAGAT

CTATCATTTTTATTTTAAAAATGATTGGTCCCGTGTTGCGACAAAGTGCTACAA

CAGTGGAGGTTGTGCTATGCAATATGTTTACGAACCCACTTACTACATGCTTAA
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TGTTACTAGTGCTGGTGAGGATGGTATTTCTTATCAACCCTGTACAGCTAATTG

CATTGGTTATGCTGCCAATGTATTTGCTACTGAGCCCAATGGCCACATACCAGA

AGGGTTTAGTTTTAATAATTGGTTTCTTTTGTCCAATGACTCCACTGTGTTGCAT

GGTAAGGTGGTTTCCAACCAACCATTATTGGTCAATTGTCTTTTGGCCATGCCT

AAGATTTATGGACTAGGCCAATTTTTCTCCTTCAATCAATCGATCGATGGTGTT

TGTAATGGAGCTGCTGTGCAGCGTGCACCAGAGGCTCTGAGGTTTAATATTAA

TGACACCTCTGTCATTCTTGCTGAAGGCTCAATTGTACTTCATACTGCTTTAGG

AACAAATCTTTCTTTTGTTTGCAGTAATTCCTCAGATCCTCATTTAGCCACATTC

GCCATACCTTTAGGTGCTACCCAGGTACCCTATTATTGTTTTCTTAAAGTGGAT

ACTTACAATTCCACTGTTTATAAATTTTTGGCTGTTTTACCTCCTACCGTCAGGG

AAATTGTCATCACCAAGTATGGTGATGTTTATGTCAATGGGTTTGGCTACTTGC

ATCTCGGTTTGTTGGATGCTGTCACAATTAACTTCACTGGTCATGGCACTGACG

ATGACGTTTCTGGTTTTTGGACCATAGCATCGACTAATTTTGTTGATGCACTCA

TCGAAGTTCAAGGAACTGCCATTCAGCGTATTCTTTATTGTGATGATCCTGTTA

GCCAACTCAAGTGTTCTCAGGTTGCTTTTGACCTTGACGAAGGTTTTTACCCTA

TCTCTTCTACAAACCTTCTGAGTCATGAACAGCCAACTTCTTTTGTTACTTTGCC

ATCATTTAATGATCATTCTTTTGTTAATATTACTGTCTCTGCTGCTTTTGGTGGT

CATAGTGGTGCCAACCTCATTGCATCTGACACTACTATCAATGGGTTTAGTTCT

TTTTGTGTTGACACCAGACAATTTACCATTTCACTGTTTTATAACGTTACAAAC

AGTTATGGTTATGTGTCTAAATCACAGGACAGTAATTGTCCTTTTACCTTGCAG

TCTGTTAATGATTACCTGTCTTTTAGCAAATTTTGTGTTTCTACCAGTCTTTTGG

CTAGTGCCTGTACCATAGATCTTTTTGGTTACCCTGAGTTTGGTAGTGGTGTCA

AGTTTACGTCCCTTTATTTTCAATTCACAAAGGGTGAGTTGATTACTGGCACGC

CTAAACCACTTAAAGGTGTTACGGACGTCTCTTTTATGACTCTGGATGTGTGTA

CCAAGTATACTATCTATGGCTTTAAAGGTGAGGGTATTATTACCCTTACAAACT

CTAGCTTTTTGGCAGGTGTTTATTACACATCTGATTCTGGACAGTTGTTAGCCTT

TAAGAATGTCACTAGTGGTGCTATTTATTCTGTTACGCCATGTTCTTTTTCAGA

GCAGGCTGCATATGTTGATGATGATATAGTGGGTGTTATTTCTAGTTTACCTAG

CTCCACTTTTAACAGTACTAGGGAGTTGCCTGGTTTCTTCTACCATTCTAATGA

TGGCTCTAATTGCACAGAGCCTGTGTTGGTGTATAGTAACATAGGTGTTTGCAA

ATCTGGCAGTATTGGGTATGTCCCATCTCAGTCTGGTCAAGTTAAGATTGCACC

CACGGTTACTGGGAATATTAGTATTCCCACCAACTTTAGTATGAGTATTAGGAC

AGAATATCTACAGCTTTACAACACGCCTGTTAGTGTTGATTGTGCTACATATGT

TTGTAATGGTAACTCTCGTTGTAAACAATTACTCACCCAGTACACTGCAGCATG

TAAGACCATAGAGTCAGCTTTACAACTCAGCGCTAGACTTGAGTCTGCTGAAG

TCAACTCCATGCTTACTATTTCTGAAGAGGCTCTACAGTTAGCTACCATCAGTT

CATTTAATGGTGATGGGTATAATTTTACTAATGTGCTGGGTGTTTCTGTGTATG

ACCCTGCAAGTGGCAGGGTGGTACAAAAAAGGTCTTTTATTGAAGACCTGCTT

TTTAATAAAGTGGTTACTAATGGCCTTGGTACTGTTGATGAAGACTATAAGCGC

TGTTCTAATGGTCGTTCTGTGGCAGATCTAGTCTGTGCACAGTATTACTCTGGT
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GTCATGGTACTACCTGGTGTTGTTGACGCTGAGAAGCTTCATATGTATAGTGCG

TCTCTCATCGGTGGTATGGTGCTAGGAGGTTTTACTTCTGCAGCGGCATTGCCT

TTTAGCTATGCTGTTCAAGCTAGACTCAATTATCTTGCTTTACAGACGGATGTT

CTACAGCGGAACCAGCAAATGCTTGCTGAGTCTTTTAACTCTGCTATTGGTAAT

ATAACTTCAGCCTTTGAGAGTGTTAAAGAGGCTATTAGTCAAACTTCTAAGGG

TTTGAACACTGTGGCTCATGCGCTTACTAAGGTTCAAGAGGTTGTTAACTCGCA

GGGTGCAGCTTTGACTCAACTTACCGTACAGCTGCAACACAACTTCCAAGCCA

TCTCTAGTTCTATTGATGACATTTACTCTCGACTGGACATTCTTTCAGCCGACGT

TCAGGTTGATCGTCTCATCACCGGCAGGTTATCAGCACTTAATGCTTTTGTTGC

TCAAACCCTCACTAAGTATACTGAGGTTCAGGCTAGCAGGAAGCTAGCACAGC

AAAAGGTTAATGAGTGCGTTAAATCGCAATCTCAGCGTTATGGTTTTTGTGGTG

GTGATGGCGAGCACATTTTCTCTCTGGTACAGGCCGCACCTCAAGGCCTGCTGT

TTTTACATACAGTACTTGTACCGGGTGACTTTGTAAATGTTATTGCCATCGCTG

GCTTATGTGTTAACGATGAAATTGCATTGACTCTACGTGAGCCTGGCTTAGTCT

TGTTTACGCATGAACTTCAAGATACTGCGACGGAATATTTTGTTTCATCGCGAC

GTATGTATGAACCTAGAAAACCTACCGTTGGTGATTTTGTTCAAATTGAGAGTT

GTGTGGTCACCTATGTCAATTTGACTAGAGACCAACTACCAGAAGTAATCCCA

GATTACATCGATGTTAACAAAACACTTGATGAGATTTTAGCTTCTCTGCCCAAT

AGAACTGGTCCAAGTCTTTCTCTAGATGTTTTTAATGCCACTTATCTTAATCTCA

CTGGTGAAATTGCAGATTTAGAGCAGCGTTCAGAGTCTCTCCGTAATACCACA

GAAGAGCTCCAAAGTCTTATATATAATATCAACAACACACTAGTTGACCTTGA

ATGGCTCAACCGAGTTGAGACATATATCAAGTGGCCGTGGTGGGTTTGGTTGA

TTATTTTTATTGTTCTCATTTTTGTTGTGTCATTACTAGTGTTCTGCTGCATTTCC

ACGGGTTGTTGTGGATGCTGCGGCTGCTGTGGTGCTTGTTTTTCAGGTTGTTGT

AGGGGTCCTAGACTTCAACCTTACGAAGCTTTTGAAAAGGTCCACGTGCAGTG

A 

Trình tự gen ORF3 

GTGATGTTTCTTGGACTTTTTCAATACACGATTGACACAGTCGTCAAAGATGTC

TCTAAGTCTGCCAACTTGTCTTCGGACGCTGTCCAAGAGTTGGAGCTTAATGTA

GTTCCAATTAGACAAGCTTCAAATGTGACTGGTTTTCTTTTCACCAGTGTTTTTA

TTTACTTCTTTGCACTGTTTAAAGCTTCTTCTTTGAGGCGCAATTATGTTATGTT

GGCAGCGCGTTTTGCTGTCATCTTTCTTTATTGCCCACTTTTATATTACTGTGGT

GCATTTTTAGATGCAACTATTATTTGTTGCACACTTATTGGCAGGCTCTTTTTAG

TCTGCTTTTATTCCTGGCGCTATAAAAATGCGCTCTTTATTATCTTTAATACTAC

TACACTTTCTTTTCTCAATGGTAAAGCAGCTTATTATGACGGCAAATCCATTGT

GATTCTAGAAGGTGGTGATCATTACATCACTTTTGGCAACTCTTTCGTTGCTTT

CGTTAGTAGCATTAACTTGTATCTAGCTATACGTGGGCGGCAAGAAGCTGACC

TACATCTGTTGCGAACTGTTGAGCTTCTTGATGGCAAGAAGCTTTATGTCTTTT

CGCAACATCAAATTGTTGGCATTACTAATGCTGCATTTGACTCAATTCAACTAG
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ACGAGTATGCTACAATTAGTGAATGA 

Trình tự gen E: 

ATGCTACAATTAGTGAATGATAATGGTCTAGTAGTTAATGTTATACTTTGGCTT

TTCGTACTCTTTTTCTTGCTTATTATAAGCATTACATTCGTCCAATTGGTTAATC

TGTGCTTCACTTGTCACCGGTTGTGTAATAGCGCAGTTTACACACCTATAGGGC

GTTTGTATAGAGTTTATAAGTCTTACATGCAAATTGACCCCCTCCCTAGTACTG

TTATTGACGTATAA 

Trình tự gen M: 

ATGTCTAACGGTTCTATTCCCGTTGATGAGGTGATTGAACACCTTAGAAACTGG

AATTTCACATGGAATATCATACTGACGATACTACTTGTAGTGCTTCAGTATGGC

CATTACAAGTACTCTGCGTTCTTGTATGGTGTCAAGATGGCTATTCTATGGATA

CTTTGGCCTCTTGTGTTGGCACTTTCACTTTTTGATGCATGGGCTAGCTTTCAGG

TCAACTGGGTCTTTTTTGCTTTCAGCATCCTTATGGCTTGCATCACTCTTATGCT

GTGGATAATGTACTTTGTCAATAGCATTCGGTTGTGGCGCAGGACACATTCTTG

GTGGTCTTTCAATCCTGAAACAGACGCGCTTCTCACTACTTCTGTGATGGGCCG

ACAGGTTTGCATTCCAGTGCTTGGAGCACCAACTGGTGTAACGCTAACACTCCT

TAGTGGTACATTGCTTGTAGAGGGCTATAAGGTTGCTACTGGCGTACAGGTAA

GTCAATTACCTAATTTCGTCACAGTCGCCAAGGCCACTACAACAATTGTCTATG

GACGTGTTGGTCGTTCAGTCAATGCTTCATCTAGCACTGGTTGGGCTTTCTATG

TCCGGTCAAAACACGGCGACTACTCAGCTGTGAGTAATCCTAGTGCGGTTCTC

ACAGATAGTGAGAAAGTGCTTCATTTAGTCTAA 

Trình tự gen N: 

GTGCCATTATCCCTCTATGCCCCTCTTAGGGTTACTAATGACAAACCCCTTTCT

AAGGTACTTGCTAATAATGCTGTACCCACTAATAAAGGAAATAAGGACCAGCA

AATTGGATACTGGAATGAGCAAATTCGCTGGCGCATGCGCCGTGGTGAGCGAA

TTGAGCAACCTTCCAATTGGCATTTCTACTACCTCGGAACAGGACCTCACGCCG

ACCTCCGCTATAGGACTCGTACTGAGGGTGTTTTCTGGGTTGCTAAAGAAGGC

GCAAAGACTGAACCCACTAACCTGGGTGTCAGAAAGGCGTCTGAAAAGCCAA

TCATTCCAAACTTCTCTCAACAGCTTCCCAGCGTAGTTGAGATTGTTGAACCTA

ACACACCTCCTACTTCACGTGGAAATTCACGTAGCAGGAGTCGTGGTAATGGC

AACAACAGGTCCAGATCTCCAAGTAACAACAGAGGCAATAACCAGTCCCGCG

GTAATTCACAGAATCGTGGAAGTAACCAGGGTCGTGGAGCTTCTCAGAACAGA

GGAGGCAATAATAATAACAATAACAAGTCTCGTAACCAGTCCAAGAATAGAA

ACCAGTCAAATGACCGTGGTGGAATGACATCACGCGATGATCTGGTGGCTGCT

GTCAAGGATGCCCTTAAATCTTTGGGTATTGGAGAAAATCCTGATAGGCTTAA

GCAACAACAGAAGCCTAAGCAGGAAAAGTCTGACAACAGCGGCAAAAACACA

CCTAAGAAGAACAAATCCAGGGCCACTTCGAAGGAACGTGACCTCAAAGACA

TCCCAGAGTGGAGGAGAATTCCCAAGGGCGAAAATAGCGTAGCAGCTTGCTTC
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GGACCCAGGGGGGGCTTCAAAAATTTTGGAGATGCAGAATTTGTCGAAAAAG

GTGTTGATGCCTCAGGCTATGCTCAGATCGCCAGTTTGGCACCAAATGTTGCAG

CATTGCTCTTTGGTGGTAATGTGGCTGTTCGCGAGCTAGCGGACTCTTACGAGA

TTACATACAATTATAAAATGACTGTGCCAAAGTCTGATCCAAATGTTGAGCTTC

TTGTTTCACAGGTTGATGCATTTAAAACTGGTAATGCAAAACCCCAGAGAAAG

AAGGAAAAGAAGAATAAGCGTGAAACCACGCAGCAGCTGAATGAAGATGCCA

TCTACGATGACGTGGGTGTGCCATCTGATGTGACTCATGCCAATTTGGAATGG

GACACAGCTGTTGATGGTGGTGACACTGCCGTTGAAATTATCAACGAGATCTT

CGATACAGGAAATTAA 


















