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Đặt vấn đề

Cúm gia cầm (Avian Influenza) là 
bệnh truyền nhiễm cấp tính của nhiều 
loài gia cầm, do virus cúm A thuộc họ 
Orthomyxoviridae gây ra. Virus cúm 
được phân làm hai loại là có độc lực 
cao HPAI (High Pathogenic Avian 
Influenza) và có độc lực thấp LPAI 
(Low Pathogenic Avian Influenza). 
Sự phân loại này dựa trên cơ sở khả 
năng của virus gây bệnh cho gia cầm 
[1]. Tại Việt Nam, virus cúm A/H5N6 
cũng đã được phát hiện tại một số tỉnh 
biên giới phía Bắc (Chi Lăng, Tràng 
Định, Lạng Sơn; phố Lu, Bảo Thắng, 
Lào Cai) và một số tỉnh thuộc vùng 
Trung Bộ (Kỳ Thọ, Kỳ Anh, Hà Tĩnh; 
Trung Hải, Gio Linh, Quảng Trị; Tịnh 
Đông, Sơn Tịnh, Quảng Ngãi); tổng 
số gà, vịt, ngan và chim trĩ mắc bệnh 
cúm A/H5N6 và chết là 2.013 con, 

tổng số gia cầm phải tiêu hủy là 5.188 
con (tại 6 hộ chăn nuôi). Kết quả xét 
nghiệm, giải trình tự gen các mẫu virus 
cúm A/H5N6 đã phát hiện tại Việt 
Nam cho thấy, chúng có tỷ lệ tương 
đồng trên 99% so với chủng virus cúm 
A/H5N6 gây tử vong trên người tại 
tỉnh Tứ Xuyên, Trung Quốc năm 2014 
(A/Sichuan/2622/2014) [2].

Trong thời gian vừa qua, các cơ 
quan chức năng tại các tỉnh Quảng 
Ninh, Lạng Sơn đã bắt giữ và xử lý 
nhiều vụ nhập lậu hàng chục nghìn gia 
cầm và trứng gia cầm qua biên giới 
(chủ yếu là gia cầm giống và trứng gia 
cầm giống). Kết quả xác minh một số 
ổ dịch cúm A/H5N6 vừa qua cho thấy, 
dịch xảy ra có liên quan đến việc buôn 
bán, vận chuyển gia cầm giống không 
rõ nguồn gốc, chưa qua kiểm dịch thú 
y. Như vậy, nguy cơ các chủng virus 

cúm mới tiếp tục xâm nhập vào Việt 
Nam thông qua các hoạt động nhập 
khẩu trái phép gia cầm và sản phẩm 
gia cầm qua các tỉnh biên giới, nhất là 
phía Bắc rất cao [2].

Để ngăn ngừa dịch cúm gia cầm 
A/H5N6 và các chủng virus cúm 
khác tiếp tục phát sinh và lây lan trên 
diện rộng, gây thiệt hại kinh tế và ảnh 
hưởng đến sức khỏe của cộng đồng, dữ 
liệu thông tin đầy đủ về sự lưu hành 
của virus cúm gia cầm A/H5N6 có ý 
nghĩa rất quan trọng. Xuất phát từ thực 
tế trên, chúng tôi tiến hành nghiên cứu 
“Sự lưu hành và đặc tính di truyền của 
virus cúm gia cầm A/H5N6 tại một 
số tỉnh biên giới phía Bắc Việt Nam” 
nhằm xác định được tỷ lệ lưu hành 
của virus cúm gia cầm A/H5N6 đang 
lưu hành trên đàn gia cầm tại các địa 
phương biên giới phía Bắc. 

Sự lưu hành và đặc tính di truyền của virus cúm gia cầm 
A/H5N6 tại một số tỉnh biên giới phía Bắc Việt Nam
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Tóm tắt:

Mục đích của nghiên cứu này nhằm xác định sự lưu hành và đặc tính di truyền của virus cúm gia cầm A/H5N6 tại 
5 tỉnh biên giới phía Bắc. Nghiên cứu đã tiến hành thu thập 15.248 mẫu swab và 2.830 mẫu nội tạng gà, vịt, ngan, 
chim cút tại một số chợ bán gia cầm sống ở 5 tỉnh Quảng Ninh, Lạng Sơn, Lào Cai, Lai Châu và Cao Bằng. Bằng 
phương pháp Realtime RT-PCR, những mẫu dương tính với virus cúm typ A được kiểm tra subtyp H5 và N6, sau 
đó giải trình tự mẫu dương tính với subtyp H5 và N6 bằng máy giải trình tự Beckman Coulter CEQ 8000, tiếp theo 
xây dựng cây sinh học phân tử của các chủng virus cúm A/H5N6. Kết quả cho thấy, các mẫu swab gà, vịt, ngan và 
chim cút tại cả 5 tỉnh nghiên cứu với tỷ lệ dương tính chung là 5,79%. Còn với mẫu nội tạng dương tính chiếm tỷ 
lệ thấp hơn là 2,05%. Mẫu nội tạng có tỷ lệ dương tính với virus cúm A/H5N6 thấp hơn (2,05%). Lựa chọn giải 
trình tự nucleotide 10 chủng virus cúm A/H5N6, kết quả phân tích nguồn gốc phát sinh loài cho thấy 10 chủng virus 
mang đoạn gen H5 đều thuộc clade 2.3.4.4 và nằm trong nhánh phát sinh cùng với chủng virus cúm A/H5N6 phân 
lập được ở Lào năm 2014 và chủng virus cúm A/H5N6 phân lập ở Trung Quốc năm 2013-2014. 10 chủng virus cúm 
mang đoạn gen N6 nằm trong cùng dòng Á - Âu (Euransian lineage). Trong đó, 5 chủng virus cúm nằm cùng nhánh 
phát sinh với chủng virus cúm A/H5N6 phân lập ở Lào và Trung Quốc năm 2014. Các chủng virus còn lại nằm cùng 
nhánh phát sinh với một số chủng virus cúm A/H5N6 và H6N6 phân lập ở Việt Nam năm 2011-2014. Những kết quả 
này có ý nghĩa quan trọng đối với công tác dự báo nguy cơ xảy ra bệnh cúm gia cầm A/H5N6 tại khu vực nghiên cứu.

Từ khoá: Đặc điểm sinh học phân tử, sự lưu hành, tỉnh phía Bắc, virus cúm A/H5N6.
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Vật liệu, phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

- Nghiên cứu được thực hiện tại 5 
tỉnh Quảng Ninh, Lạng Sơn, Lai Châu, 
Cao Bằng và Lào Cai từ tháng 7/2015 
đến 6/2017.

- Đối tượng nghiên cứu là gà, vịt, 
ngan và chim cút bán tại các chợ có 
buôn bán gia cầm sống. Mẫu dịch swab 
được lấy ngẫu nhiên từ gà, vịt, ngan và 
chim cút bán tại các chợ. Mẫu nội tạng 
được lấy từ các đối tượng nghi nhiễm 
virus cúm gia cầm.

- Các chủng virus cúm gia cầm 
tham chiếu trên Ngân hàng gen thế 
giới.

Phương pháp thực hiện

+ Phương pháp lấy và bảo quản 
mẫu: Thu mẫu swab hầu họng của gà, 
vịt, ngan và chim cút theo quy trình 
hướng dẫn trong QCVN 01-83:2011/
BNNPTNT [3]. 

+ Phát hiện sự có mặt của virus cúm 
gia cầm bằng phương pháp Realtime 
RT-PCR, ARN của virus được tách 
chiết bằng kit QIAamp Viral RNA 
Mini Kit (Cat No./ID: 52906). Mẫu 
ARN sau khi tách chiết sẽ được hỗn 
hợp với các thành phần: 2X Reaction 
Mix, Primer, Probe, Platinum Taq, 
nước, ARN của virus. Tiến hành phản 
ứng khuếch đại sản phẩm trong máy 
PCR (CFX96 Realtime System - 
Biorad) với chu kỳ nhiệt 500C trong 

15 phút, 950C trong 2 phút, 40 chu kỳ: 
950C trong 15 giây, 600C trong 15 giây. 
Đọc kết quả Ct với giá trị Ct < 35 thì 
mẫu dương tính, giá trị Ct ≥ 35 thì mẫu 
âm tính.

+ Trình tự kiểm tra: Thực hiện 
phản ứng Realtime RT-PCR phát hiện 
virus cúm typ A (xác định gen M), mẫu 
dương tính với cúm typ A tiếp tục kiểm 
tra subtype H5 và N6, theo các cặp mồi 
(primers) và probe như sau:
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Abtract:

The purpose of this study was to determine the prevalence and genetic characteristics of avian influenza viruses 
subtype A/H5N6 in five northern  border provinces. In the study, 15.248 swab samples and 2.830 internal organ 
samples of birds were collected at a number of markets in Quang Ninh, Lang Son, Lao Cai, Lai Chau, and Cao Bang. 
Using the Realtime RT-PCR method, samples positive for influenza A viruses were tested for H5 and N6 subtypes, 
then sequenced using the Beckman Coulter CEQ 8000, and followed by phylogenetic analysis of A/H5N6 influenza 
strains. The results showed that the A/H5N6 virus prevalence of swab samples was 5.79%, and that of internal organ 
samples was lower (2.05%). Ten strains of A/H5N6 viruses were sequenced, and the results of phylogenetic analysis 
showed that ten strains of H5 subtype belong to the clade 2.3.4.4 and belong to the branch of the A/H5N6 influenza 
viruses isolated in Laos in 2014 and in China from 2013 to 2014. Ten strains of N6 subtype were in the same Eurasian 
lineage. Of which, five strains were in the same A/H5N6 viruses isolated in Laos and China in 2014, and the five 
other strains were located in the same branch with A/H5N6 and H6N6 viruses isolated in Vietnam from 2011 to 2014. 
These results are important to predict the risk of avian influenza A/H5N6 viruses in the study areas.

Keywords: A/H5N6 virus, molecular biology, northern provinces, prevalence.

Classification number: 4.3

Tên mồi Ký hiệu mồi/
probe Trình tự (5’-3’) Tài liệu 

tham khảo

M
Probe FAM-TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG-BHQ1

[4]

Mồi xuôi GACCRATCCTGTCACCTCTGAC

Mồi ngược AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA

H5-9S

Mồi xuôi ACATATGACTACCCACARTATTCAG 

Probe FAM-TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA-BHQ1 

Mồi ngược 1 AGACCAGCTAYCATGATTGC 

Mồi ngược 2 AAACCAGCCACTATGATTGC 

N6-1
Probe CCCCACCAATGGGAACTG 

Mồi xuôi FAM-CCAATAACAGGAGGGAGCCCAGACCC-BHQ1 

Mồi ngược TCTAGGAATGCAAACCCTTTTACC 
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+ Sử dụng máy giải trình tự gen 
tự động Beckman Coulter CEQ 8000 
(Mỹ), hoạt động theo cơ sở của phương 
pháp Sanger. Quá trình thực hiện giải 
trình tự bao gồm các bước cơ bản sau: 
1) Phản ứng PCR sequencing; 2) Tinh 
sạch sản phẩm PCR giải trình tự. Sản 
phẩm của phản ứng PCR sequencing 
sẽ được tinh sạch bằng Ethanol kèm 
theo hóa chất và hướng dẫn sử dụng 
của nhà sản xuất (Beckman Coulter - 
Mỹ); 3) Chuyển sản phẩm sau khi tinh 
sạch vào đĩa chạy mẫu để tiến hành 
giải trình tự; 4) Thu nhận, xử lý và 
phân tích dữ liệu của chuỗi gen. 

Kết quả thu được được xử lý bằng 
phần mềm Genetyx để xử lý và thu 
nhận chuỗi gen cần nghiên cứu với bộ 
mã di truyền. Phân tích xác nhận chuỗi 
gen thu được thông qua chương trình 
Blast trên Ngân hàng gen (GenBank) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Truy 
cập ngân hàng gen thu nhận và xác 
định sự tương đồng về nucleotide của 
các chuỗi gen tương ứng của virus 
với các phân đoạn gen thu được trong 
nghiên cứu. Thành phần amino axit 
của virus được thu nhận bằng cách sử 
dụng bộ mã của vi sinh vật bậc thấp 
(bộ mã vi khuẩn - bacterial code) có 
trong ngân hàng gen và so sánh thông 
qua chương trình genetyx. 

+ Xây dựng cây sinh học phân tử: 
Xây dựng cây sinh học phân tử trên 
cơ sở trình tự gen của chủng virus 
thu được bằng phần mềm MEGA5 
(Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis) với giá trị bootrap là 1.000 
lần lặp lại.

+ Số liệu được phân tích bằng Excel 
và phần mềm GrapthPad Prism 6.

Kết quả và thảo luận

Kết quả phát hiện virus cúm gia 
cầm A/H5N6 từ mẫu dịch swab và 
mẫu nội tạng thu thập được

Đề tài đã tiến hành thu thập 15.248 
mẫu swab và 2.830 mẫu nội tạng gà, 
vịt, ngan và chim cút tại một số chợ 
bán gia cầm sống ở 5 tỉnh biên giới 

phía Bắc, gồm: Lạng Sơn, Quảng 
Ninh, Lai Châu, Lào Cai và Cao Bằng. 
Toàn bộ mẫu swab và mẫu nội tạng 
được tách chiết ARN, sau đó kiểm tra 
bằng phương pháp Realtime RT-PCR. 
Kết quả xác định được 1.287 mẫu 
swab (chiếm tỷ lệ 8,44%) và 114 mẫu 
nội tạng dương tính với virus cúm typ 
A (4,02%). Mẫu cho kết quả dương 
tính với virus cúm typ A tiếp tục được 
kiểm tra virus cúm gia cầm subtype 
H5 và N6 bằng Realtime RT-PCR. Kết 
quả được tổng hợp tại bảng 1.

Từ kết quả Realtime RT-PCR kiểm 
tra virus cúm A/H5N6 (bảng 1), chúng 
tôi đã phát hiện virus cúm A/H5N6 từ 
các mẫu swab gà, vịt, ngan và chim 
cút tại cả 5 tỉnh nghiên cứu có tỷ lệ 
dương tính chung là 5,79%. Còn mẫu 
nội tạng, phát hiện mẫu dương tính với 
virus cúm A/H5N6 chiếm tỷ lệ thấp 
hơn là 2,05%. Riêng tỉnh Lào Cai mẫu 
nội tạng thu thập từ những gia cầm 
nghi nhiễm cúm đều âm tính với virus 
cúm A/H5N6. Như vậy, virus cúm A/
H5N6 lưu hành rất phổ biến tại các 

tỉnh biên giới phía Bắc Việt Nam.

Kết quả chẩn đoán virus cúm A/
H5N6 trên mẫu swab thu được tỷ lệ 
dương tính khác nhau giữa các tỉnh. 
Cao nhất là Lạng Sơn (8,13%), thấp 
nhất là Cao Bằng (3,41%). Các tỉnh 
Quảng Ninh, Lai Châu và Lào Cai 
có tỷ lệ dương tính với virus cúm A/
H5N6 từ 4,70 đến 6,18%. 

Kết quả sự lưu hành virus cúm gia 
cầm A/H5N6 trong nghiên cứu cùng 
với thực tế thấy xuất hiện lẻ tẻ các ổ 
dịch cúm H5N6 tại các địa phương, 
đưa ra cảnh báo nguy cơ dịch cúm gia 
cầm do virus cúm chủng A/H5N6 có 
thể xảy ra bất kỳ lúc nào, tại mọi địa 
điểm có nuôi và buôn bán gia cầm. Sự 
lưu hành virus A/H5N6 rộng kết hợp 
với tình trạng vận chuyển, buôn bán, 
giết mổ gia cầm thiếu kiểm soát tại 
các chợ gia cầm sống là điều kiện tiên 
quyết để bùng phát dịch cúm.

Chúng tôi xác định sự lưu hành 
virus cúm A/H5N6 theo đối tượng 
nghiên cứu, kết quả thể hiện ở bảng 2.

Bảng 1. Kết quả xét nghiệm virus cúm subtype H5 và N6 với mẫu swab và mẫu 
nội tạng bằng phương pháp Realtime RT-PCR. 

Bảng 2. Tỷ lệ nhiễm virus cúm A/H5N6 trong 2 năm 2015-2016  
theo đối tượng nghiên cứu.

TT Tỉnh thu mẫu

Kết quả Realtime RT-PCR

Mẫu swab Mẫu nội tạng

Số mẫu 
kiểm tra 

Số mẫu (+) 
với A/H5N6

Tỷ lệ
(%)

Số mẫu 
kiểm tra 

Số mẫu (+) 
với A/H5N6

Tỷ lệ
(%)

1 Lạng Sơn 2.975 242 8,13 520 26 5,00

2 Quảng Ninh 3.090 191 6,18 730 18 2,47

3 Lào Cai 3.085 145 4,70 460 0 0,00

4 Lai Châu 3.042 201 6,61 550 8 1,45

5 Cao Bằng 3.050 104 3,41 570 6 1,05

Tổng số 15.248 883 5,79 2.830 58 2,05

TT Loài lấy mẫu

Kết quả phản ứng Realtime RT-PCR

Mẫu swab Mẫu nội tạng

Số mẫu 
kiểm tra

Số mẫu dương 
tính với 
A/H5N6

Tỷ lệ 
(%)

Số  mẫu 
kiểm tra

Số mẫu dương 
tính với 
A/H5N6

Tỷ lệ 
(%)

1 Gà 9.744 582 5,97 1.300 25 1,92

2 Vịt, ngan 4.710 258 5,48 990 24 2,42

3 Chim cút 794 43 5,42 540 9 1,67

Tổng 15.248 883 5,79 2.830 58 2,05
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Kết quả Realtime RT-PCR phát 
hiện virus cúm A/H5N6 trên mẫu 
swab và mẫu nội tạng (bảng 2) theo 
từng đối tượng cho biết mẫu swab gà 
có tỷ lệ nhiễm cúm A/H5N6 là 5,97%. 
Còn đối tượng vịt, ngan và chim cút 
có tỷ lệ dương tính tương ứng là 5,48 
và 5,42%, tuy nhiên tỷ lệ nhiễm này 
không khác biệt về mặt thống kê nên 
giữa các đối tượng khả năng nhiễm 
virus cúm A/H5N6 là như nhau. Tương 
tự mẫu swab, tỷ lệ nhiễm virus cúm A/
H5N6 của mẫu nội tạng gà, vịt, ngan 
và chim cút không có sự sai khác về 
mặt thống kê

Theo kết quả xét nghiệm 15.420 
mẫu swab gia cầm của Cục Thú y do 
FAO hỗ trợ thực hiện tại 68 chợ buôn 
bán gia cầm sống trên địa bàn 32 tỉnh, 
thành phố từ tháng 12/2015 đến tháng 
2/2016 cho thấy, 91% số tỉnh đã phát 
hiện virus cúm A, 53% số tỉnh có virus 
H5N6. Tỷ lệ lưu hành trên gà bán tại 
chợ đối với virus H5N6 là 1,32%; tỷ 
lệ dương tính trên vịt bán tại chợ đối 
với virus H5N6 là 5,32% [5]. Kết quả 
phát hiện virus cúm A/H5N6 trên vịt 
của chúng tôi cũng thu được tỷ lệ cao, 
khá tương đồng với giám sát trên của 
FAO, chứng tỏ vịt là đối tượng có tiềm 
ẩn nguy cơ lây nhiễm cao virus cúm 
A/H5N6. 

Giải trình tự virus cúm gia cầm A/
H5N6

Lựa chọn 10 mẫu dương tính với 
virus cúm A/H5N6 đem giải trình tự 
gen nhằm xác định đặc tính di truyền 
của chủng virus này tại phía Bắc Việt 
Nam.

Sau khi tiến hành kỹ thuật Realtime 
RT-PCR và thu được sản phẩm, tiến 
hành tinh sạch sản phẩm của phản ứng 
RT-PCR bằng KIT (QIAquick PCR 
Purification Kit của hãng Qiagen). 
Tinh sạch sản phẩm PCR sequence, 
sau đó tiến hành giải trình tự gen trực 
tiếp từ sản phẩm PCR sau khi tinh 
sạch. Quá trình giải trình tự được thực 
hiện bằng máy giải trình tự Beckman 
Coulter CEQ 8000 của Mỹ tại Phòng 
thí nghiệm trọng điểm công nghệ sinh 
học thú y, Học viện Nông nghiệp Việt 
Nam.

Bảng 3. Danh sách các chủng virus cúm A/H5N6 được lựa chọn giải trình tự 
gen.

Bảng 4. Sự tương đồng về trình tự nucleotide của đoạn gen H5 giữa 10 chủng 
virus cúm gia cầm A/H5N6.

Ghi chú: QN: Quảng Ninh; LC: Lào Cai; LS: Lạng Sơn; LCH: Lai Châu; CB: Cao Bằng.

Ghi chú: Mức tương đồng về trình tự nucleotide của đoạn gen H5 giữa những chủng virus cúm gia 
cầm A/H5N6 nằm ở dưới đường chéo.

TT Ký hiệu mẫu Loài
1 1001QN Gà
2 162QN Vịt
3 835LCH Vịt
4 931LC Gà
5 950LS Gà
6 1097CB Vịt
7 1173LS Chim cút
8 1932LCH Gà
9 2103CB Gà
10 2930LCH Gà

162QN 835LCH 931LC 950LS 1001QN 1097CB 1173LS 1932LCH 2103CB 2930LCH

162QN 100,00

835LCH 97,14 100,00

931LC 97,13 98,19 100,00

950LS 97,77 97,15 97,35 100,00

1001QN 98,39 96,50 97,13 98,59 100,00

1097CB 96,46 94,93 95,59 97,55 97,32 100,00

1173LS 98,60 97,78 97,14 98,19 98,39 96,91 100,00

1932LCH 97,34 97,15 96,92 99,21 98,18 97,12 98,60 100,00

2103CB 96,91 96,72 96,48 98,80 97,75 96,68 97,77 98,80 100,00

2930LCH 98,39 96,50 97,13 98,59 99,60 97,32 98,39 98,18 97,75 100,00

Bảng 5. Sự tương đồng về trình tự nucleotide của đoạn gen N6 giữa 10 chủng 
virus cúm gia cầm A/H5N6.

Ghi chú: Mức tương đồng về trình tự nucleotide của đoạn gen N6 giữa những chủng virus cúm gia 
cầm A/H5N6 nằm ở dưới đường chéo.

162QN 835LCH 931LC 950LS 1001QN 1097CB 1173LS 1932LCH 2103CB 2930LCH

162QN 100,00

835LCH 90,97 100,00

931LC 90,23 97,36 100,00

950LS 90,23 97,36 99,61 100,00

1001QN 99,41 90,71 89,96 89,96 100,00

1097CB 98,81 91,00 90,26 90,26 98,61 100,00

1173LS 91,24 98,61 97,58 97,58 90,97 91,27 100,00

1932LCH 89,61 98,61 96,50 96,50 89,33 89,65 97,56 100,00

2103CB 92,15 90,61 89,59 89,59 91,90 93,09 90,34 89,26 100,00

2930LCH 89,37 98,20 96,07 96,07 89,37 89,40 97,14 98,81 88,74 100,00
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Chuỗi nucleotide thu được sau khi 
giải trình tự được xử lý bằng các phần 
mềm Genetyx và SEQ 8000 trên máy 
tính, được xác thực bằng cách Blash 
trực tiếp qua Ngân hàng gen thế giới, 
sau đó được lưu trữ trên hệ thống máy 
chủ để phục vụ cho việc trích xuất và 
truy cứu dữ liệu. 

Giải trình tự 10 chủng virus A/
H5N6 thu thập được tại 5 tỉnh biên 
giới phía Bắc năm 2015 (bảng 3), 
chúng tôi thu được trình tự nucleotide 
đoạn H5 và N6 có độ dài lần lượt là 
514 nucleotide và 513 nucleotide.

Kết quả so sánh trình tự nucleotide 
ở đoạn gen H5 và N6 cho thấy, giữa 
10 chủng virus cúm gia cầm có sự sai 
khác về thành phần nucleotide và có 
sai khác tại 39 vị trí ở trình tự gen H5 
và 74 vị trí ở trình tự gen N6.

 Chúng tôi so sánh mức độ tương 
đồng về trình tự nucleotide gen H5 và 
N6 giữa 10 chủng virus cúm gia cầm 
được thống kê tại bảng 4 và bảng 5.

Kết quả so sánh mức độ tương 
đồng về trình tự nucleotide gen H5 và 
N6 giữa 10 chủng virus cúm gia cầm 
lần lượt là 94,93-99,60% và 88,74-
99,61%.

Sau khi so sánh mức độ tương 
đồng về nucleotide giữa các chủng 
virus cúm gia cầm A/H5N6, dựa vào 
phần mềm MEGA6 chúng tôi tiến 
hành xây dựng cây sinh học phân tử 
để xác định nguồn gốc phát sinh của 
10 chủng virus nghiên cứu. Kết quả 
phân tích nguồn gốc phát sinh của các 
chủng virus nghiên cứu được thể hiện 
tại hình 1 và 2.

Từ kết quả phân tích nguồn gốc 
phát sinh loài dựa vào sự sai khác 
nucleotide đoạn gen H5 và N6 của 10 
chủng virus cúm là 1001QN, 162QN, 
835LCH, 931LC, 950LS, 1097CB, 
1173LS, 1932LCH, 2103CB, 
2930LCH cho thấy: 1) 10 chủng virus 
mang đoạn gen H5 đều thuộc clade 
2.3.4.4 và 10 chủng virus cúm nằm 
trong nhánh phát sinh cùng với chủng 
virus cúm A/H5N6 phân lập được ở 
Lào năm 2014 và chủng virus cúm 
A/H5N6 phân lập ở Trung Quốc năm 

 A/duck/Guangzhou/41227/2014(H5N6)

 1097CB

 1173LS

 162QN

 931LC

 835LCH

 1001QN

 2930LCH

 A/environment/Guangdong/PY955/2014(H5N6)

 2103CB

 A/environment/Guangdong/ZS356/2014(H5N6)

 A/environment/Guangdong/HY243/2015(H5N6)

 1932LCH

 A/duck/Vietnam/LBM760/2014(H5N6)

 A/environment/Guangdong/QY197/2014(H5N6)

 A/chicken/Dongguan/4190/2013(mixed)

 A/chicken/Shenzhen/433/2013(H5N6)

 950LS

 A/Spotted dove/Vietnam/WBT191/2014(H5N6)

 A/duck/Dongguan/2685/2013(H5N6)

 A/Chinese pond heron/Vietnam/WBT231/2014(H5N6)

 A/duck/Vietnam/LBM758/2014(H5N6)

 A/goose/Shantou/1763/2014(H5N6)

 A/chicken/Laos/LPQ001/2014(H5N6)

 A/duck/Laos/LPQ002/2014(H5N6)

 A/Guangzhou/39715/2014(H5N6)

 A/chicken/AnNing/6/2014(H5N1)

 A/chicken/Tonghai/5/2014(H5N1)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM636/2014(H5N1)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM631/2014(H5N1)

 A/duck/Vietnam/LBM639/2014(H5N1)

 A/chicken/Yunnan/25A/2015(H5N6)

 A/chicken/Yunnan/19/2015(H5N6)

 A/broiler duck/Korea/H32/2014(H5N8)

 A/baikal teal/Korea/Donglim3/2014(H5N8)

 A/bean goose/Korea/H40/2014(H5N8)

 A/waterfowl/Korea/S005/2014(H5N8)

 A/breeder duck/Korea/Gochang1/2014(H5N8)

 A/duck/Jiangsu/k1203/2010(H5N8)

 A/duck/Jiangsu/k1203/2010(H5N8)(2)

 A/goose/Eastern China/1112/2011(H5N2)

 A/swan goose/Jilin/JL01/2014(H5N6)

 A/chicken/Sichuan/NCJPL1/2014(H5N6)

Clade 2.3.4.4

 A/Viet Nam/HN31242/2007(H5N1)

 A/duck/Vietnam/NA72/2007(H5N1)

 A/Vietnam/UT31394II/2008(H5N1)

Clade 2.3.4.3

Clade 2.3.4 A/chicken/Vietnam/NCVD-40/2007(H5N1)

Clade 2.3.4.2 A/Vietnam/HN31432M/2008(H5N1)

Clade 2.3.4.1 A/Muscovy duck/Vietnam/NCVD-46/2007(H5N1)

 A/Muscovy duck/Vietnam/18153/2009(H5N1)

 A/chicken/Vietnam/20346/2009(H5N1)
Clade 2.3.2.1

 A/duck/Vietnam/NCVD-672/2011(H5N1)

 A/wild duck/Fujian/2/2011(H5N1)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM66/2011 (H5N1)

Clade 2.3.2.1B

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM260/2012(H5N1)

 A/chicken/Vietnam/NCVD-421/2010(H5N1)

 A/duck/Vietnam/NCVD-KA40/2012(H5N1)

 A/duck/Vietnam/LBM139/2012(H5N1)

Clade 2.3.2.1A

 A/chicken/Vietnam/OIE-2215/2012(H5N2)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM227/2012(H5N1)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM436/2013(H5N1)

 A/duck/Vietnam/OIE-2202/2012(H5N1)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM330/2013(H5N1)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM670/2014(H5N1)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM571/2014(H5N1)

 A/duck/Sleman/BBVW-1463-10/2012(H5N1)

 A/Hong Kong/6841/2010(H5N1)

Clade 2.3.2.1C

 A/Hubei/1/2010(H5N1)

 A/duck/Vietnam/OIE-2533/2011(H5N1)

 A/chicken/Vietnam/NCVD-675/2011(H5N1)

 A/Muscovy duck/Vietnam/LBM113/2012 (H5N1)

 A/Muscovy duck/Vietnam/LBM113/2012(H5N1)

 A/chicken/Vietnam/NCVD-KA62/2012(H5N1)

 A/duck/Vietnam/LBM132/2012(H5N1)

 A/duck/Vietnam/OIE-1287/2012(H5N1)

Clade 2.3.2.1A

 A/chicken/Soc Trang/1/2012

 A/chicken/Vietnam/NCVD-016/2008(H5N1)

 A/chicken/Vietnam/NCVD-03/2008(H5N1)

Clade 7

 A/Viet Nam/1194/2004(H5N1)

 A/chicken/Soc Trang/1/2012(H5N1)

 A/chicken/Soc Trang/5/2012(H5N1)

 A/chicken/Soc Trang/3/2012(H5N1)

 A/muscovy duck/Vietnam/OIE-0043/2012(H5N1)

 A/duck/Vietnam/OIE-3509/2011(H5N1)

 A/duck/Vietnam/OIE-3002/2011(H5N1)

 A/Cambodia/V0203306/2011(H5N1)

 A/duck/Soc Trang/8/2012(H5N1)

 A/Cambodia/V0219301/2011(H5N1)

 A/duck/Vietnam/ST0970/2009(H5N1)

 A/Cambodia/S1211394/2008(H5N1)

 A/duck/Vietnam/OIE-0062/2012(H5N1)

 A/chicken/Vietnam/NCVD-093/2008(H5N1)

Clade 1

 A/Hong Kong/156/97(H5N1)

 A/goose/Guangdong/1/96/(H5N1)
Clade 0

 A/duck/Thailand/CU-12205C/2012(H5N8)

 A/duck/Ireland/113/1983(H5N8)

 A/mallard/California/2559P/2011(H5N8)

 A/duck/NY/191255-59/02(H5N8)100

100

100

68

83

56

59

28

49

80

97

99

89

100

55

100

95

13
11

43

39

41

87

84

99

71

58

40

17

41

60

25

74

17

58

31

100

67

87

100

72

45

93
68

77

73

67

80

81
100

28
25

100

100

68

73
38

65

99

80

85

73

45

88

48

92

52

97

96

79

48

61

61

52

50

57

29

35

8

27

17

0.05

Hình 1. Cây sinh học phân tử của các chủng virus A/H5N6 nghiên cứu dựa 
trên trình tự nucleotide gen H5.
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2013-2014. Kết quả này phù hợp với 
nghiên cứu di truyền học gen HA virus 
cúm A/H5N6 của Nguyễn Lê Khánh 
Hằng và Lê Thị Quỳnh Mai (2016), tác 
giả đã xác định clade 2.3.4.4 là clade 
mới xuất hiện bao gồm các virus cúm 
A/H5N6, H5N8 và H5N2 lưu hành tại 
Việt Nam, Trung Quốc, Đài Loan, Nhật 
Bản [6]; 2) 10 chủng virus cúm mang 
đoạn gen N6 nằm trong cùng dòng Á 
- Âu (Euransian lineage). Trong đó, 5 
chủng virus gồm 835LCH, 1932LCH, 
2930LCH, 931LC và 950LS nằm cùng 

nhánh phát sinh với chủng virus cúm 
A/H5N6 phân lập ở Lào năm 2014 và 
ở Trung Quốc năm 2014. Các chủng 
virus 1001QN, 162QN, 1097CB và 
2103CB nằm cùng nhánh phát sinh 
với một số chủng virus cúm A/H5N6 
và H6N6 phân lập ở Việt Nam năm 
2011-2014.

Kết luận
1. Kết quả kiểm tra virus cúm A/

H5N6 bằng phản ứng Realtime RT-
PCR với 15.248 mẫu swab và 2.830 

mẫu nội tạng của gà, vịt, ngan và chim 
cút tại cả 5 tỉnh nghiên cứu cho thấy, 
tỷ lệ dương tính chung từ các mẫu 
swab là 5,79%, từ mẫu nội tạng cho 
tỷ lệ dương tính với virus A/H5N6 
là 2,05%. Không có sự khác nhau về 
nguy cơ nhiễm virus cúm A/H5N6 trên 
các đối tượng gà, vịt, ngan và chim cút.

2. Giải trình tự nucleotide 10 mẫu 
virus cúm A/H5N6, mức độ tương 
đồng về trình tự nucleotide gen H5 và 
N6 giữa 10 chủng virus cúm gia cầm 
lần lượt là 94,93-99,60% và 88,74-
99,61%.

3. Kết quả xác định 10 chủng virus 
mang gen H5 đều thuộc clade 2.3.4.4 
và gần gũi với virus cúm A/H5N6 ở 
Lào và Trung Quốc. 10 chủng virus 
cúm chứa gen N6 nằm trong cùng 
dòng Á - Âu (Euransian lineage). 
Trong đó, 5 chủng virus cúm nằm 
cùng nhánh phát sinh với chủng virus 
cúm A/H5N6 phân lập ở Lào và Trung 
Quốc, số còn lại nằm cùng nhánh phát 
sinh với virus cúm A/H5N6 và H6N6 
phân lập ở Việt Nam.
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Hình 2. Cây sinh học phân tử của các chủng virus A/H5N6 nghiên cứu dựa 
trên trình tự nucleotide gen N6.

 A/duck/Vietnam/LBM235/2012(H3N6)

 1001QN

 162QN

 A/duck/Vietnam/LBM473/2013(H6N6)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM601/2014(H6N6)

 A/muscovy duck/Vietnam/LBM69/2011(H6N6)

 A/duck/Vietnam/LBM6/2011(H6N6)

 1097CB

 A/duck/Fujian/3242/2007(H6N6)

 A/muscovy duck/Quang Ninh/4c111/2013(H5N6)

 A/duck/Vietnam/HU1-1151/2014(H5N6)

 A/duck/Vietnam/NCVD14-A392/2014(H5N6)

 2103CB

 A/duck/Fujian/11661/2005(H6N6)

 A/duck/Shantou/1984/2007(H6N6)

 A/swine/Guangdong/K6/2010(H6N6)

 A/duck/Guangdong/S1419/2011(H6N6)

 835LCH

 1932LCH

 2930LCH

 931LC

 950LS

 A/chicken/Vietnam/NCVD-15A59/2015(H5N6)

 A/chicken/Laos/LPQ001/2014(H5N6)

 A/duck/Guangzhou/018/2014(H5N6

 A/duck/Vietnam/LBM759/2014(H5N6)

 A/duck/Vietnam/LBM752/2014(H5N6)

 1173LS

 A/duck/Guangxi/038/2009(H6N6)

 A/mallard/Sweden/40/2002(H5N6)

 A/duck/Vietnam/OIE-3287/2011(H3N6)

 A/duck/Vietnam/OIE-3223/2011(H4N6)

 A/Muscovy duck/Fujian/FZ01/2008(H6N6)

 A/duck/Vietnam/LBM439/2013(H6N6)

 A/duck/Vietnam/LBM798/2014(H3N6)

 A/duck/Vietnam/OIE-2334/2010(H9N6)

Euransian lineage

 A/northern pintail/Minnesota/Sg-00196/2007(H6N6)

 A/mallard/Minnesota/182751/1998(H6N6)

 A/mallard/Ohio/664/2002(H6N6)

North-America lineage
88

100

98

70
88

59

75

88
99

100

60

97

73

100

72

99

98

95

88

99
94

26

35

73

83

86

86

0.05


