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TÓM TẮT 

 Dịch cúm gia cầm độc lực cao H5N1 đã trở thành dịch bệnh địa phương trên gia cầm ở 

một số nước châu Á bao gồm Việt Nam. Gần đây, vi rút cúm H5N1 nhánh 7, của dòng Á-Âu đã 

được phân lập từ gà nhập lậu tại cửa khẩu Lạng Sơn. Sự khác biệt của gen HA (hemagglutinin) 

về mức độ nucleotide và axit amin của vi rút này so với các vi rút thuộc các nhánh khác trước 

đây đã được xác định. Vi rút H5N1 nhánh 7 cũng khác biệt về tính kháng nguyên so với các 

nhánh vi rút đang lưu hành tại Việt Nam (nhánh 1 và 2.3.4). Bên cạnh việc giám sát vi rút tại cửa 

khẩu, trong chương trình giám sát vi rút tại chợ gia cầm sống, chúng tôi cũng đã phát hiện thêm 

một số chủng vi rút H5N1 khác thuộc nhánh 7. Những phát hiện từ nghiên cứu này chỉ ra rằng vi 

rút H5N1 nhánh 7 (HA) đã tiếp tục tiến hoá trên gia cầm Đông Nam Á tạo nên hiện tượng lệch 

kháng nguyên điển hình liên quan đến các vi rút H5N1 khác hiện đang lưu hành tại Việt Nam. 

 Từ khoá: Cúm gia cầm độc lực cao, Virut H5N1 nhánh 7, Đặc tính kháng nguyên 
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SUMMARY 

 Highly pathogenic avian influenza H5N1 has become an endemic poultry disease in 

several Asian countries, including Vietnam. Recently, clade 7 H5N1 viruses of the Eurasian 

lineage were isolated from chickens seized at ports of entry in Lang Son province. Nucleotide 

and amino acid divergence across the hemagglutinin (HA) protein gene of these isolates in 

comparison to previously described clade 7 viruses was identified. Clade 7 viruses are 

antigenically distinct from contemporary strains of H5N1 known to circulate in Vietnamese 

poultry (clade 1 and clade 2.3.4). In addition to virus surveillance at border, in subsequent 

surveillance in live poultry markets we also identified additional other clade 7 isolates. Findings 

from these studies indicate that viruses with clade 7 HA have continued to evolve in Southeast 

Asian poultry, leading to significant antigenic drift relative to other H5N1 viruses currently 

circulating in Vietnam. 

 Key words: Highly Pathogenic Avian Influenza, H5N1 clade 7 virus, Antigenic 

characteristics 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

            Ở Việt Nam bệnh Cúm gia cầm độc lực cao do vi rút H5N1 xảy ra từ cuối năm 2003 và 

đầu năm 2004. Kể từ đó đến nay Dịch cúm gia cầm H5N1 vẫn tiếp tục xảy ra ở Việt Nam. Cũng 

trong thời gian qua, vi rút cúm gia cầm H5N1 cũng gây nên dịch ở các nước lân cận và trong khu 

vực như Trung Quốc, Lào, Campuchia, Thái Lan, Indonesia… 

Nhiều nghiên cứu cho thấy có nhiều dòng vi rút cúm H5N1 khác nhau đã lưu hành trong 

khu vực cũng như đã thâm nhập vào Việt Nam. Các nghiên cứu về phát sinh loài vi rút H5N1 ở 

Việt Nam cũng cho thấy có nhiều nhánh (clade) vi rút đã xâm nhập và tái xuất hiện trong nước 

trong những năm qua (Nguyen, T et al., 2009; Nguyen T.D et al.,2008;Smith et al.,2006; Wan et 

al.,2008). Mặc dù cơ chế xâm nhập và lây lan của vi rút vẫn còn chưa được xác định rõ, nhưng 

khả năng vi rút tiếp tục tái xuất hiện sẽ có thể làm phức tạp thêm cho công tác phòng chống cúm 

gia cầm ở Việt Nam. 

 Từ cuối năm 2005, để phòng chống dịch cúm gia cầm gây bệnh  và gây nguy hiểm cho 

con người, Việt Nam đã áp dụng chương trình tiêm phòng cúm gia cầm H5N1 trong cả nước. Để 

đảm bảo và giám sát chủ động kết quả tiêm phòng Cục Thú y đã tiến hành các chương  
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trình giám sát sau tiêm phòng và đồng thời giám sát sự lưu hành của vi rút H5N1. Chương trình 

giám sát vi rút đã được thực hiện ở những vùng nguy cơ (nơi từng xảy ra dịch) và những nơi có 

gia cầm nhập lậu vào Việt Nam.  

 Từ năm 2008, các cơ quan chức năng đã bắt giữ gà nhập lậu tại tỉnh Lạng Sơn, và ngành 

thú y đã lấy mẫu để phát hiện sự hiện diện của vi rút H5N1. Bên cạnh việc xác định đặc tính của 

các vi rút H5N1 ở các ổ dịch trên gia cầm của Việt Nam, thì việc xác định đặc tính của các vi rút 

H5N1 từ các chương trình giám sát vi rút cũng rất quan trọng, đặc biệt là các mẫu từ cửa khẩu và 

các mẫu tại chợ gia cầm sống. Kết quả của các chương trình giám sát này sẽ có tính dự báo đối 

với các ổ dịch cúm gia cầm có khả năng xảy ra trong tương lai.  

 Các mẫu dương tính vi rút lấy từ các bệnh phẩm đã được phân lập, giải trình tự gen HA 

(Hemagglutinin) và xác định thuộc nhánh 7, theo phân loại của  hướng dẫn danh pháp H5N1 

WHO/OIE/FAO (WHO/OIE/FAO, 2008). Điều tra ban đầu cho thấy, những loại vi rút này rất 

khác biệt với vi rút nhánh 7 đã xác định trước kia và chúng tạo thành ít nhất hai phân nhóm di 

truyền khác nhau trong nhánh 7. Ngoài ra, phản ứng ngăn trở ngưng kết hồng cầu (HI) cho thấy 

không có phản ứng chéo khi hai phân nhóm của vi rút đã được xét nghiệm đối với các chủng vi 

rút H5N1 khác hiện nay lưu hành tại Việt Nam.  

 Sau đó chương trình giám sát vi rút tại chợ gia cầm sống ở Hải Dương gần đây đã phát 

hiện một số chủng liên quan về mặt di truyền đối với vi rút nhánh 7. Chúng tôi cũng thực hiện 

việc xác định đặc tính phát sinh loài của những vi rút này để điều tra mối quan hệ của chúng với 

các vi rút được phát hiện tại tỉnh biên giới Lạng Sơn. 

 

II. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 - Các mẫu tăm bông ngoáy ổ nhớp từ gà nhập lậu, gà tại chợ gia cầm sống được chuyển 

về Phòng Vi rút - Trung tâm Chẩn đoán Thú y Trung ương để xét nghiệm. Các mẫu tăm bông 

được bảo quản trong dung dịch vận chuyển và bảo quản lạnh cho đến khi xét nghiệm. Chiết tách 

ARN của vi rút bằng kít chiết tách Qiagen Rneasy minikit và xét nghiệm sàng lọc bằng phản ứng 

Realtime RT-PCR phát hiện cúm A.  

 - Các mẫu xét nghiệm dương tính cúm A được tiến hành phân lập vi rút, sau đó chiết tách 

ARN từ dịch niệu mô của phôi trứng phân lập vi rút và chiết tách ARN (như trên), khuếch đại 

gen HA (toàn bộ chiều dài) bằng kít RT-PCR 1 bước (Promega hoặc Invitrogen). Các đoạn sản 

phẩm DNA được giải trình tự trên hệ thống máy giải trình tự ABI 3730.  

 - Phân tích (hệ phả) phát sinh loài dựa trên gen HA bao gồm các vi rút nhánh 7 đã phát 

hiện được cũng như các vi rút từ dòng H5N1 Á-Âu được phân lập tại Việt Nam và các nước 

khác (lấy từ cơ sở dữ liệu công cộng). Cây phát sinh loài dựa trên chiều dài đầy đủ của khung 

đọc mở gen HA. Phân tích dựa trên phương pháp Neighbor-joining (NJ) sử dụng phần mềm 

MEGA 4 (Kumar et al., 2004). Lấy gốc tại nhánh 0 gồm 2 chủng A/goose/Guangdong/1/1996 và 

A / Hồng Kong/156/97. 

- Xác định đặc tính kháng nguyên của vi rút cúm gia cầm H5N1 phân lập được bằng 

phản ứng ngăn trở ngưng kết hồng cầu (HI) bằng kháng huyết thanh tối miễn dịch với 

các chủng vi rút H5N1 thuộc các nhánh 1, 2.3.4 và 7. 

-  

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân tích phát sinh loài 
 Phân tích trình tự ban đầu của các mẫu dương tính vi rút H5N1 nhánh 7 được phát hiện ở 

gà tại các chợ gia cầm sống ở Hải Dương cho thấy chúng cũng giống như nhánh vi rút 7 trước 

đây được phân lập từ gà bị thu giữ tại cửa khẩu Lạng Sơn. Chiều dài toàn bộ gen HA khung đọc 

mở (ORF) của mỗi vi rút được giải trình tự từ sử dụng các cặp mồi đặc hiệu cho gen HA của cả 

vi rút H5N1 và cúm A. Có tổng cộng 15 mẫu được xác định là virut H5N1 nhánh 7 đã được phát 

hiện. Vi rút H5N1 nhánh 7 đã được phát hiện trước đó ở tỉnh Sơn Tây Trung Quốc năm 2006 

(A/chicken/Shanxi/2/2006). Phân tích các mẫu vi rút H5N1 clade 7 cho thấy có hai phân nhánh 

nhỏ gọi là nhóm A và nhóm B với virut A/chicken/Vietnam/NCVD/016-2008 được coi là vi rút 

gốc ở Việt Nam (Hình 1). 
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Hình 1. Mối quan hệ phát sinh loài của các gen HA của các vi rút nhánh 7 được lập bằng 

phương pháp phân tích neighbor-joining sử dụng phần mềm MEGA 4. 

 Các gen HA của nhóm A hoặc B có sự khác biệt rất ít trong nhóm về chuỗi nucleotid 

hoặc acid amin với sự khác biệt trung bình tổng thể của nucleotid là 0,4% và acid amin là 0,4%. 

Ngược lại, sự khác biệt giữa hai nhóm này đạt trung bình 4,1% và 5,7% đối với mức độ 

nucleotid và mức độ axit amin trên gen HA (Bảng 1). Mức độ khác biệt cao tương đương với sự 

thay thế ≥ 30 acid amin giữa các chuỗi protein HA ở hai nhóm. Ngoài ra, các số liệu sự khác biệt 

trung bình của tất cả các virut nhánh 7 đã giải trình tự trong nghiên cứu này so với tổ tiên gần 

nhất HA là A/chicken/Shanxi/2/2006 là 3,8% và 5,8% ở mức độ nucleotid và acid amin (Bảng 

1). Tóm lại, những dữ liệu này cho thấy vi rút A/chicken/Shanxi/2/2006 là tổ tiên gần nhất của 

nhánh 7 HA gen được xác định trong nghiên cứu này. 
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Bảng 1: Mức độ khác biệt về di truyền trên gen HA (Hemagglutinin) 
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 3.8 4.5 3.6 6.5 8.4 9.1 9 8.8 9 

A/Viet Nam/1203/2004 

(1) 
3.5  3.4 4.7 7.2 9 9.7 9.3 9.1 9.3 

A/Anhui/1/2005 (2.3.4) 4 3.3  4.5 7.2 9 9.1 9.1 9 9.1 

A/Beijing/01/2003 (7) 3.1 3.7 4.1  5 7 7.9 7.2 7 7.4 

A/chicken/Shanxi/2/2006 

(7) 
4.6 5.3 5.6 3.3  5.4 5.9 5.9 5.7 6.1 

A/chicken/Vietnam/NCV

D-016/2008 (7, NCVD) 
6.2 6.6 6.8 4.4 3.3  6.1 3.2 3.1 3.4 

A/chicken/Vietnam/NCV

D-093/2008 (7, NCVD 

nhóm A) 

6.3 6.8 6.9 4.7 3.6 4  5.7 5.6 5.9 

A/chicken/Vietnam/NCV

D-04/2008 (7, NCVD 

nhóm B) 
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A/chicken/Vietnam/NCV

D-05/2008 (7, NCVD 

nhóm B) 
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A/chicken/Vietnam/NCV

D-03/2008 (7, NCVD 

nhóm B) 
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  Nucleotid 

 

3.2. Phân tích đặc tính kháng nguyên.  

 Các vi rút nhánh 7 phân lập trong nghiên cứu này được xác định đặc tính kháng nguyên 

bằng phản ứng ngăn trở ức chế hồng cầu bằng kháng huyết thanh chồn (ferret) chế bằng các vi 

rút H5N1 thuộc nhánh 1, 2.3.4 và 7 thu thập được tại Việt Nam (bảng 2). Kết quả phản ứng HI 

chéo cho thấy sự tương đồng cao giữa các vi rút và kháng huyết thanh đồng chủng (hiệu giá HI 

160) nhưng không có phản ứng chéo hoặc phản ứng chéo có hiệu giá rất thấp giữa các loại vi 

rút từ các nhánh khác nhau (Bảng 2). Kháng huyết thanh chế từ vi rút cúm 

A/Vietnam/1203/2004 (nhánh 1) không có phản ứng chéo đáng kể với bất kỳ vi rút nhánh 7 nào 

trong cả hai nhóm A và B. Tuy nhiên, kháng huyết thanh kháng A/chicken/Vietnam/NCVD-

035/2008 (nhánh 2.3.4) có phản ứng chéo ở mức độ thấp với các vi rút của nhánh 7. Kháng huyết 

thanh nhánh 7 được chế từ ba loại vi rút khác nhau: A/chicken/Vietnam/NCVD-016/2008 (gốc 

phát sinh), A/chicken/Vietnam/NCVD-03/2008 (nhóm B), và A/chicken/Vietnam/NCVD- 

093/2008 (nhóm A) để thực hiện phản ứng ngăn trở ngưng kết chéo với các vi rút của các nhánh 

khác. Trong khi kháng huyết thanh kháng vi rút A/chicken/Vietnam/NCVD-016/2008 (gốc phát 

sinh loài của hai nhóm A và B) không có phản ứng với các vi rút nhánh 1 hoặc nhánh 2.3.4, có 1 

vi rút của nhóm B phản ứng chéo ở mức độ hạn chế với các vi rút của nhánh 2.3.4 nhưng nhóm 
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A thì không có phản ứng chéo. Hiện tượng kháng huyết thanh kháng vi rút cúm 

A/chicken/Vietnam/NCVD-016/2008 có phản ứng chéo rất hạn chế hoặc không có phản ứng 

chéo với các vi rút khác thuộc nhánh 7 cho thấy sự tương đồng về mặt kháng nguyên giữa các vi 

rút trong  nhánh 7 là rất thấp. Tuy nhiên giữa các vi rút nhánh 7 nằm trong cùng phân nhóm lại 

có mức độ phản ứng chéo rất cao. Ví dụ, kháng huyết thanh kháng A/chicken/Vietnam/NCVD-

03/2008 (nhóm 7B) đã có hiệu giá là 160 đối với vi rút nhóm 7B là vi rút 

A/chicken/Vietnam/NCVD-04/2008. Tương tự như vậy, không có phản ứng chéo (hiệu giá HI 

<10) giữa kháng huyết thanh nhóm 7A và vi rút nhóm 7B, cho thấy sự khác biệt đáng kể giữa 

các phân nhóm của nhánh 7. 

Mặc dù những chủng vi rút cúm gia cầm mới có khả năng thâm nhập vào một quốc gia 

do vận chuyển gia cầm hoặc chim di cư, nhưng chỉ có rất ít nghiên cứu cung cấp bằng chứng 

trực tiếp để hỗ trợ cho giả thuyết này (Chen, H et al., 2006; Ducatez et al., 2007; Salzberg et al., 

2007; Wang et al., 2008). Trong khi tập hợp các bằng chứng cho thấy rằng các loài chim di cư đã 

đóng một vai trò chính trong sự lây lan của vi rút cúm nhánh 2.2 ở châu Âu, Trung Đông và 

Châu Phi sau khi các ổ dịch cúm phát sinh ở hồ Thanh Hải (Qinghai) năm 2005 (Wang, G. et al., 

2008), các nghiên cứu khác cho thấy buôn bán chim, gia cầm và /hoặc các sản phẩm của nó một 

cách hợp pháp hoặc bất hợp pháp đều có thể chịu trách nhiệm về việc làm lây lan vi rút H5N1 

giữa các vùng (Lee et al., 2007; Mase et al., 2005; Steensel et al., 2007; Tumpey et al., 2002). 

Ngoài các cơ chế thông thường về sự lây lan, các dữ liệu của nghiên cứu này nêu bật tầm quan 

trọng của kiểm soát biên giới quốc tế và công việc giám sát thường xuyên nhằm kiểm soát sự lây 

lan của vi rút theo phân bố địa lý. 

 

 Bảng 2. Xác định đặc tính kháng nguyên của virus nhánh 7 bằng phản ứng  

ngăn trở ngưng kết hồng cầu 

 

Kháng huyết thanh chuẩn 

  

Kháng nguyên chuẩn 

Nhánh 

  

0 1 2.3.4 2.3.4 7 7B 7A 
GS/G

D 

VN/120

3 AN/1 

CK/V

N/35 

CK/V

N/016 

CK/VN/

03 CK/VN/93 

A/goose/Guangdong/1/96 0 1280 <10 80 80 <10 <10 <10 

A/Vietnam/1203/2004 1 80 320 80 160 <10 <10 <10 

A/Anhui/1/05 2.3.4 20 <10 1280 160 20 <10 <10 

A/chicken/Vietnam/NCVD-

035/2008 2.3.4 <10 <10 80 320 <10 <10 <10 

A/chicken/Vietnam/NCVD-

016/2008 7 <10 <10 <10 10 640 <10 <10 

A/chicken/Vietnam/NCVD-

03/2008 7B <10 <10 <10 20 20 160 <10 

A/chicken/Vietnam/NCVD-

93/2008 7A <10 <10 <10 80 <10 <10 160 

Kháng nguyên kiểm tra                 

A/duck/Vietnam/NCVD-

159/2008 2.3.4 <10 <10 160 40 10 <10 <10 

A/duck/Vietnam/NCVD-

160/2008 2.3.4 <10 <10 160 80 10 10 <10 

A/chicken/Vietnam/NCVD-

185/2008 2.3.4 <10 <10 320 80 10 10 <10 

A/duck/Vietnam/NCVD-

186/2008 2.3.4 <10 <10 320 80 10 10 <10 

A/duck/Vietnam/NCVD-

187/2008 2.3.4 <10 <10 320 80 <10 <10 <10 

A/chicken/Vietnam/NCVD-

188/2008 2.3.4 <10 <10 320 80 <10 <10 <10 

A/chicken/Vietnam/NCVD-

04/2008 7B <10 <10 <10 10 <10 160 <10 
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4. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 

- Việc phát hiện một nhánh vi rút H5N1 ngoại lai ở gia cầm bị bắt giữ khi nhập lậu vào 

Việt Nam, và sau đó phát hiện tại chợ gia cầm sống nhấn mạnh sự quan trọng cấp thiết cho việc 

giám sát vi rút cúm tại biên giới, cũng như tại chợ nơi các loài gia cầm và chim nhập lậu được 

bán. 

 - Nhóm các vi rút cúm H5N1 nhánh 7 HA là nhóm duy nhất có sự dị biệt rất lớn so với 

các nhánh vi rút khác đang lưu hành ở Việt Nam (nhánh 1 và nhánh 2.3.4). Sự khác biệt về 

nucleotide và acid amin ở cấp độ gene HA giữa hai phân nhóm của vi rút nhánh 7 được phát hiện 

tại Việt Nam (nhóm A và B) tương ứng đạt mức độ trung bình 4,1% và 5,7%, với sự thay thế 

hơn 30 axit amin giữa các vi rút của hai nhóm này.  

 - Các xét nghiệm ngăn trở ngưng kết hồng cầu (HI) đã chứng minh phản ứng chéo đặc 

hiệu chỉ có duy nhất giữa những vi rút thuộc cùng một phân nhóm của nhánh 7 và nhánh 7 HA 

cũng có sự khác biệt rất lớn về mặt kháng nguyên với các nhánh khác đang lưu hành ở Việt 

Nam.  

- Đề nghị tiếp tục tiến hành giám sát vi rút trên gia cầm và chim hoang dã ở Việt Nam để 

xác định dòng virus H5N1 nhánh 7 có lây lan trong nước hay không?. Đồng thời xác định độc 

lực của chúng đối với gia cầm và sự lây nhiễm của chúng đối với sức khỏe con người, cũng như 

đánh giá tác dụng bảo hộ của vắc xin cúm H5N1 hiện đang sử dụng ở Việt Nam với vi rút này. 
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