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P1: kháng nguyên

P2: sao chép, độc lực

P3: Protease

Enterovirus 71: Picornaviridae, 7.5kb ssRNA



Loài và Serotypes của Enterovirus ở 

người (116 serotypes, ICTV 2017)
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Loài
Số

serotypes
Serotypes

Enterovirus A 25
CA2-8, CA10, CA12, CA14, CA16, EV-A71,  

EV-A89-91, EV-A114, EV-A119, EV-A120,  

EV-A121, SV19, SV43, SV46, BA13

Enterovirus B 63
CA9, CB1-6, E1-7, E9, E11-E21, E24-

27, E29-33, EV69, EV73-75, EV77-88,

EV93, EV97-98, EV100-101, EV106-

107…….

Enterovirus C 23
PV1-3, CA1, CA11, CA13, CA17, CA19-22,  

CA24, EV-C95-96, EV-C99, EV-C102, EV-

C104-105, EV-C109, EV-C113, EV-C116

Enterovirus D 5
EV-D68, EV-D70, EV-D94, EV-D111. EV-

D120

EV71 được chia làm 3 genogroup (A, B và C) gồm 11 genotypes 

(A, B1~B5, C1~C5).
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China  
2008-2015 (C4)

Singapore  
2006 (B5)
2008 (B5)

Brunei  
2006 (B5)

Taiwan  
1998 (C2)
2000 (B4)
2005 (C4)
2008 (B5)
2012 (B5)

Vietnam  
2003 (C5)
2011 (C4)
2013 (B5)
2016 (B5)

Malaysia  
2003 (B5)
2006 (B5)
2008~12 (B5)

Phân bố quốc tế EV-A71 ở Châu Á

Cambodia  
2012 (C4)



Tổ chức
(Quốc gia)

Virus  
Genotype

Cell  
line

Antigen Dosage,  
ug (methods)

Tình trạng

CDC/NHRI
(Taiwan)

B4 (~107  

TCID50/ml)
Vero

L, M, H (total  
protein)

Phase III
(two industry  

partners)

Sinovac (China)
C4 (~107

TCID50/ml)
Vero

1 (viral protein
by ELISA)

Cấp phép ở 
China

Beijing Vigoo  
(China)

C4 (~107  

TCID50/ml)
Vero

0.8 (viral protein  
by ELISA)

Cấp phép ở 
China

CAMS (China)
C4 (~107

TCID50/ml)
KMB-

17
0.25 (viral

protein by ELISA)
Cấp phép ở 

China

Inviragen/Takeda
(Singapore)

B2 (~107

TCID50/ml)
Vero

0.6 and 3.0 (total
protein)

Phase I
Hoàn tất

So sánh 5 ứng viên vaccine EV71 virus toàn phần 
bất hoạt ở các thủ nghiệm lâm sàng

Đồng thuận về định lượng antigens của vaccine EV71 là đòi hỏi cấp thiết.



Nhiễm enterovirus nặng tại Taiwan  
từ năm 2012

台灣地區腸病毒重症偵測 Nguồn:Taiwan CDC

Year
Nghi 

ngờ
Xác định 

(tử vong)
Top 3 Serotypes EV (số ca)

2018 211 36 (8) Echo11(12), EV71(8), CV-A4(2), CV-B1(2)

2017 129 24 (1)
EV-D68(12), CV-A6 (3), CV-A9 (2), CV-B3(2),
Echo5 (2), EV71 (2)

2016 142 33 (1) EV-71 (23), CV-A4 (2), CV-A6 (2), CV-B3 (2)

2015 100 6 (2) CV-B5 (3), CV-A16 (2), Echo3 (1)

2014 54 6 (1) CVA2, CVA5, CVA16, CVB5, Echo11, EV71
2013 122 10 (1) EV71 (6), CVA6 (3), Echo30(1)

2012 294 146 (2) EV71 (139), CV-A2 (2)

Total 261 (16) EV71(177), EV-D68(12), Echo11(12), CVA6(8), CVA2(5)

• Dịch EV-D68 diện rộng năm 2014 và dịch bùng phát

EV-D68 & EV-A71 năm 2018 tại Bắc Mỹ 



Top 5 serotypes của EV tại Taiwan, từ năm 2005 (TaiwanCDC)

Năm Số EV phân lập được

2005 1924

2006 1303

2007 856

2008 670

2009 1431

2010 1742

2011 3315

2012 2250

2013 1463

2014 1147

2015 1036

2016 1843

Top 1

CV-B3
37%

Top 2

CV-A16
24%

Top 3

EV-A71
18%

Top 4

CV-A6
6%

Top 5

CV-A5
4%

CV-A2 CV-A5 CV-A4 ECHO-18 CV-B2
19% 15% 15% 15% 10%
CV-A6 CV-A10 CV-A16 CV-A4 ECHO-6
25% 21% 19% 7% 5%
CV-A2 EV-A71 CV-B4 CV-A16 CV-B1
34% 27% 11% 4% 3%
CV-A6 CV-A4 CV-A6 CV-A5 CV-A5
29% 25% 17% 12% 5%

CV-A16 CV-A4 CV-A6 CV-A5 CV-B1
30% 20% 17% 12% 3%

CV-A10 CV-A9 CV-A4 CV-B5 EV-A71
45% 18% 9% 9% 9%

EV-A71 CV-A2 CV-B3 CV-A4 ECHO-6
39% 19% 12% 7% 6%

CV-A16 CV-A4 CV-B4 CV-B2 CV-A10
31% 9% 8% 6% 5%

CV-A10 CV-A4 CV-B4 CV-B2 CV-A9
32% 19% 8% 6% 8%

CV-A16 CV-A4 CV-A6 CV-A5 ECHO-6
32% 16% 15% 10% 3%

CV-A10 CV-A5 CV-A2 CV-A4 CV-A16

29% 18% 16% 7% 5%
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So sánh các phương pháp phân tử để phát hiện sớm và
xác định serotype của Enterovirus từ mẫu phết họng

của bệnh nhi
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Tiếp cận bằng sinh học phân tử trong giám sát
Enterovirus tại miền Bắc Đài Loan, 2008-2012  



Đánh giá 2 phương pháp chẩn đoán trong giám sát 
enterovirus  tại BV. NĐ1, TP. HCM, Vietnam

Năm

Phân lập virus 
(BVNĐ1, Vietnam)

CODEHOP 
(NHRI, Taiwan)

No.  

tested

EV

Dương (%)

EV-A71 (%) No.  

tested

EV

Dương (%)

EV-A71 (%)

2011 54 21 (38.9) 16 (29.6) 54 44 (81.5) 29 (53.7)

2012 409 79 (19.3) 28 (6.8) 409 266 (65.0) 60 (14.7)

2013 412 173 (42.0) 66 (16.0) 412 226 (54.9) 83 (20.1)

2014 521 120 (23.0) 14 (2.7) 521 310 (59.5) 35 (6.7)

2015 356 125 (35.1) 34 (9.6) 356 234 (65.7) 39 (11.0)

2016 324 99 (30.5) 17 (5.2) 325 217 (66.8) 74 (22.8)

2017 250 36 (14.4) 4 (1.6) 50 22 (44.0) 2 (4.0)



Genotypes của EV71 phát hiện tại BVNĐ1, TPHCM,

2012~2016

C4 B5 B5C4

2012 2013 2014 2015 2016



Phân bố top 5 enteroviruses trên bệnh nhi nội trú bằng 

phương pháp VP1-CODEHOP, BVNĐ1, TPHCM, Vietnam
NĂM No.

tested
Top 1
N (%)

Top 2
N (%)

Top 3
N (%)

Top 4
N (%)

Top 5
N (%)

2011 54 EV-A71
29 (55.6)

CV-A6
1 (1.9)

2012 409 CV-A6
141 (34)

EV-A71
60 (15)

CV-A16
37 (9)

CV-A10
8 (2)

CV-A4
6 (1.5)

2013 412 EV-A71
83 (20)

CV-A10
47 (11.4)

CV-A6
29 (7)

CV-A16
20 (4.9)

CV-A12
9 (2.2)

2014 521 CV-A6
139 (27)

CV-A10
64 (12)

CV-A16
40 (8)

EV-A71
35 (6)

CV-A5
9 (2)

2015 356 CV-A6  
82 (23)

CV-A16  
46 (13)

EV-A71  
39 (11)

CV-A4  
20 (5.6)

CV-A2  
15 (4)

2016 325
EV-A71

74 (22.8)
CV-A10

67 (20.6)
CV-A16
18 (5.5)

CV-A8
14 (4.3)

CV-A6
10 (3.1)

Vietnam  
2012-16

2077 CV-A6 EV-A71 CV-A10 CV-A16

Taiwan
2008-12

431 CV-A16 CV-A6 EV-A71



2015
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Hướng dẫn giám sát enterovirus. Hướng dẫn giám sát enterovirus 
với sự hỗ trợ của Sáng kiến loại trừ bại liệt

(Polio Eradication Initiative (2015)



Phân tích bộ gene của Enteroviruses không phân 
serotype sử dụng giải trình tự gene thế hệ mới

2019/8/8 14

•59 bộ gen EV từ 51 mẫu,  
bao gồm cả 8 trường hợp 
đồng nhiễm.
•So sánh với các bộ gene 
virus ở những khu vực 
chung, có 29 biến thể 
gene (<90% đồng nhất)  
được xác định bằng tái tổ 
hợp liên serotypes.

EV-A : CV-A2, CV-A4, CV-A5, CV-

A6, CV-A9, CV-A10, CV-A16

EV-B : CV-B4, E3, E6, E9, E25, E30

EV-C : PV-1  

EV-D : EV-D68  

RV-A : RV-A39

HPeV-A : HPeV-1



EV-D68 được phân thành 3 dòng sau khi 
canh chỉnh dữ liệu bộ gene:
1) Dòng 1: 2 markers mất đoạn ở 5’UTR
2) Dòng 2: không mất đoạn
3) Dòng 3: mất đoạn 24-nucleotide ở 5’UTR

và mất đoạn 3-nucleotide ở VP1
Xác định Genotype (trình tự VP1): A1-A2, B0-
B3

15



K P 2 4 0 9 3 6 . 1 C h i n a - B e i j i n g - 2 0 1 4

K T 9 5 9 1 9 9  C H N 2 0 1 4  B 3

A B 9 9 2 4 3 5 . 1  P h i l i p p i n e s  2 0 1 3  V P 1   

E V D 6 8 M F 0 4 5 4 1 3 V i e t n a m 2 0 1 4

E V D 6 8 M F 0 4 5 4 1 8 V i e t n a m 2 0 1 4

E V D 6 8 M F 0 4 5 4 2 2 V i e t n a m 2 0 1 3

E V D 6 8 M F 0 4 5 4 2 3 V i e t n a m 2 0 1 5

K Y 3 5 8 0 5 6  T W  2 0 1 6  B 3   

K Y 3 5 8 0 5 7  T W  2 0 1 5 B 3

K Y 3 5 8 0 5 9  T W  2 0 1 6 B 3

A B 9 9 2 4 3 8 . 1  P h i l i p p i n e s  2 0 1 4 V P 1   

K P 1 1 4 6 6 4 . 1 C a n a d a - 2 0 1 4

J Q 4 1 1 8 0 3 . 1  T h a i l a n d  2 0 1 1 V P 1   

J Q 4 1 1 8 0 4 . 1  T h a i l a n d  2 0 1 1 V P 1

K M 3 6 1 5 2 3 . 1  T h a i l a n d - 2 0 1 1   

K M 3 6 1 5 2 4 . 1 T h a i l a n d - 2 0 1 1

J X 8 9 8 7 8 5 . 1  C h i n a  2 0 1 1  V P 1   

K C 7 6 3 1 6 2 . 1  I t a l y  2 0 1 2 V P 1

K M 8 9 2 4 9 8  U S A 2 0 1 2  B 1

K P 6 5 7 7 1 7  T W  2 0 1 1 B 1   

K T 9 5 9 1 8 2  H K  2 0 1 1 B 1

K P 6 5 7 7 1 8  T W  2 0 1 2  B 1   

K P 6 5 7 7 1 9  T W  2 0 1 2 B 1

K P 1 1 4 6 6 3 . 1 C a n a d a - 2 0 1 4

K P 1 5 3 5 4 5  I T A  2 0 1 4  B 1   

K M 8 5 1 2 2 5 . 1 U S A - 2 0 1 4

K M 8 8 1 7 1 0 . 2 U S A - 2 0 1 4

K P 1 2 6 9 1 1 . 1  U S A - 2 0 1 4   

K P 7 4 5 7 7 0 . 1  U S A - 2 0 1 4   

K P 1 1 4 6 6 2 . 1 C a n a d a - 2 0 1 4

K P 7 4 5 7 5 1 . 1 U S A - 2 0 1 4

K M 8 9 2 5 0 1  U S A - 2 0 1 1   

K P 1 1 4 6 6 5 . 1 C a n a d a - 2 0 1 4

K C 7 6 3 1 6 4  I T A  2 0 1 2 B 2

K T 3 1 8 4 9 4  1 - I 8  T a i w a n 2 0 0 8

A B 8 1 7 7 0 4 . 1  P h i l i p p i n e s  2 0 0 8 V P 1   

A B 8 1 7 7 0 5 . 1  P h i l i p p i n e s  2 0 0 8 V P 1

E V D 6 8 M F 0 4 5 4 1 9 V i e t n a m 2 0 0 9

E V D 6 8 M F 0 4 5 4 2 0 V i e t n a m 2 0 0 9

B1

B3

B2

B0

Wei HY, Yeh TK, Hsieh JY, Lin IP, Yang JY. J Microbiol  
Immunol Infect. 2018
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AY426531.1 USA-1962

JQ924864.1 China 2011  V P 1   

KT285319 C H N  2012 A 2   

JQ411805.1 Thai land 2011  V P 1   

JX898786.1 China 2012  V P 1   

KT306743 C H N  2011 A 2

KP6 5 7 7 1 6  T W  2011 A 2

AB992424.1  Phi l ippines 2013  V P 1   

KT959192 H K  2013 A 2   

KT280502 CHB 2013 A 2

KM851231.1  USA-2014  

KT959183 H K  2012 A 2

KP1 5 3 5 3 8  ITA 2014 A 2

KF254914.1  Spa in  2013 V P 1

JQ924862.1 China 2010 V P 1

JQ411802.1 Thai land 2009

E V  D68 MF 0 4 5 4 2 1  Vie tnam 2010

AB667899.1  Japan 2008 V P 1   

KF726085.1 China-2008

KP6 5 7 7 0 1  T W  2007 A 2   

AY4 2 6 5 0 0  U S A  2003 A 1   

AB6 6 7 8 9 6  JPN 2006 A 1

AB667897.1  Japan 2007 V P 1

AB667898.1  Japan 2008  V P 1   

JX101793.1 G a mb i a  2008 V P 1

KP6 5 7 7 0 3  T W  2007 A 1

KM892500.1 USA-2010

KM8 9 2 5 0 0  U S A  2013 A 1   

JX101788.1 Senegal  2010 V P 1

KP6 5 7 7 0 7  T W  2009 A 1

JX101807.1 U S A  2009 V P 1

JX101846.1 USA-2009

JF896295.1 Ne w Zealand 2010 V P 1

KM361525.1  Thai land-2011  

JX101787 S E N  2010 A 1

KT959174 H K  2010 A 1   

JQ713904.1 Ne w Zealand 2010 V P 1

JX070222.1 Ne w Zealand-2010

KP6 5 7 7 1 2  T W  2010 A 1   

JX101804 U S A  2009 A 1

JX101814.1 U S A  2009 V P 1   

JX101808.1 U S A  2009 V P 1

JX101813.1 U S A  2009 V P 1

0 .0 1

A2

A1
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Next-
Generation  
Enterovirus  

Vaccines

Dùng virus EV71 tăng 
trưởng cao làm virus 
cho gốc để bào chế 

vaccine đa giá

Hệ thống sản 
xuất dựa 
trên phản 

ứng sinh học

Tiêm trong da 
để tiết kiệm 

antigen

Xét nghiệm
D-antigen cho 

hiệu lực in 
vitro

Vaccine 
Enterovirus 
thế hệ mới



Chiến lược phát  t r iển 

Vaccine Enterovirus đa giá

• Phát t r iển r iêng lẻ nhiều tế bào 

Vero – tương thích với các v irus 

vaccine tăng trưởng cao rồi  sau 

đó kết hợp lại  (tốn thời gian)

• Phát triển các virus EV71 tăng 

trưởng cao trong các tế bào Vero và 

tổng hợp nhiều virus vaccine tăng 

trưởng cao bằng di truyền ngược

(RG)
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Phát triển vaccine enterovirus 

đa giá bằng di truyền ngược

• Phát tr iển virus vaccine EV71 tăng 

trưởng cao trong tế bào Vero (Chia MY

et  al. 2018)

• Thiết lập nền tảng di truyền ngược (RG) 

sử dụng virus vaccine tăng trưởng cao 

như một virus cho gốc

• Tổng hợp các virus vaccine tăng trưởng 

cao cho nhiều serotype của enterovirus 

bằng nền tảng di truyền ngược
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Hiệu giá virus và  h ình thá i  mảnh bám gốc và 

(B5-141-R D) và tế  bào Vero  tương th ích  

EV71 viruses (B5-141-4-2 và B5-141-6-5)

20

Chủng Virus Hiệu giá virus 
(log 10

PFU/mL)
Xét nghiệm 
mảnh bám

Hiệu giá virus 
(log 10

PFU/mL)
Xét nghiệm 
mảnh bám-
miễn dịch

B5-141-RD Too small to
count

Too small to
count

B5-141-4-2 8.15 8.13

B5-141-6-5 7.97 8.09

Bằng sáng chế Taiwan tháng 10, 2018; Chia MY et al. Vaccine 2018



Đỉnh  h i ệu  g i á  v i r us  của  EV71 B5-141-6-5 với 

Hệ thống cấy tế bào Vero bằng microcarrier

Run 1 Run 2 Run 3

Working volume 370 400 mL 380 mL

Tỷ trọng
Microcarrier

5 g/mL 5 g/mL 5 g/mL

Tỷ trọng tế bào
trước nhiễm

1.6X106

cells/ml
2.7X106

cells/ml
1.9X106

cells/ml

Thời gian thu được 
(ngày sau nhiễm)

5 5 6

Hiệu giá virus(Log 10

Tissue Culture Infectious 
Dose TCID50/mL)

7.9 8.2 8.3

Bằng sáng chế Taiwan tháng 10, 2018; Chia MY et al. Vaccine 2018



Hình chụp các phần tử virus EV71 được 
tinh lọc bằng siêu ly tâm
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Hiệu giá kháng thể trung hòa trong máu ở thỏ được 
tiêm 2 liều ứng viên vaccine EV71 genotype B5 kèm 

tá dược Alum

EV71
Genotype

Phần tử rỗng
0.05 μg 0.25 μg

Phần tử đặc
0.05 μg0.25 μg

A <8 <8 <8 8

B5 45 181 91 362

C4a 23 32 45 64

2 thỏ mỗi nhóm và liều dựa vào nồng độ protein toàn phần.

Bằng sáng chế Taiwan tháng 10, 2018; Hiệp ước hợp tác sáng chế (Patent Cooperation 

Treaty) với China và các nước châu Á khác; Chia MY et al. Vaccine 2018



CMV promoter VP4 VP2 VP3 VP1 P2 P3

VP4CMV promoter VP1VP3VP2 P3

VP4 VP1VP3VP2 P3

VP4 VP1VP3VP2

Structural Protein

EV71-B5 HG

CVA16

CVA6

CMV promoter

CVA2

CMV promoter P3

Phát triển vaccine EV đa giá bằng 

di truyền ngược



17

Next-
Generation  
Enterovirus  

Vaccines

Dùng virus EV71 tăng 
trưởng cao làm virus 
cho gốc để bào chế 

vaccine đa giá

Hệ thống sản 
xuất dựa 
trên phản 

ứng sinh học

Tiêm trong da 
để tiết kiệm 

antigen

Xét nghiệm
D-antigen cho 

hiệu lực in 
vitro

Vaccine 
Enterovirus 
thế hệ mới



2.2 L 7.5 L 30 L 150 L

Microcarrier-based Bioreactor

200 L  
(SUB)

200 L  
(SUB)

TideCell Bioreactor (Collaboration with Medigen Vaccinology Inc.)

Roller bottle

Nền tảng trước lên men (upstream) trong sản xuất 

vaccines virus tại NHRI, Taiwan
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Nền tảng tinh chế trong sản xuất vaccines virus tại 

NHRI, Taiwan

Ultracentrifugation (siêu ly tâm) (CP-80 and CC-40, Hitachi, Japan)

Chromatography
(sắc ký)
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Tại sao tiêm trong da

ở các nước thu nhập thấp-
trung bình do có thể làm giảm 
giá thành

⚫ Tăng vaccine hiện hữu ở những nơi 
có khả năng sản xuất hạn chế,
Và mang laị hiệu quả chủng 
ngừa cao hơn. 28

⚫ Lớp bì và thượng bì da người 
có nhiều tế bào biểu hiện 
antigen

⚫ Thay vì tiêm bắp hoặc tiêm 
dưới da, tiêm vaccine vào 
những lớp này hiệu lực cao 
hơn và gây đáp ứng miễn 
dịch bảo vệ với lượng nhỏ 
antigen vaccine.

⚫ Hiệu ứng tiết kiệm liều

⚫ Đặc biệt ý nghĩa với chương trình tiêm chủngDaniel H. Kaplan et al., 

the induction of allergic contact dermatitis,
Nature Reviews Immunology, 2012

Darin Zehrung and Debra Kristensen., Program forAppropriate

Technology in Health, 2009



Hiệu ứng tiết kiệm liều khi tiêm trong da

6/17 10/17 1/17 1/74 48/74 25/74

thường 10~20% liều chuẩn

Tiêm trong da Cúm 
trên thị trường:

Darin Zehrung and Debra Kristensen., Program for Appropriate Technology in Health, 2009

29

Intradermal Delivery of Vaccines A review of the literature and the
potential for development for use in low- and middleincomecountries

Giảm liều tiêm trong da không kém
hiệu quả hơn liều tiêm bắp chuẩn



Miếng dán da với kim siêu nhỏ 

được phát triển bởi WinCoat

Nón Tháp Trụ

500X 500X

500X
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