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Tóm lược 

Sử dụng 240 trình tự bộ gen đầy đủ của cúm A được thu thập tại Việt Nam (từ 2001 đến 2008) 

chúng tôi muốn tìm hiểu quy luật tồn tại và mô hình di chuyển của virus cúm giữa Việt Nam và 

các nước khác.  Chúng tôi đã thấy rằng các dòng virus ở Việt Nam chủ yếu du nhập đến/từ Trung 

Quốc, Hồng Kong, Đài Loan, Cam Pu Chia, Nhật Bản, Nam Hàn và Mỹ. Chúng tôi cố gắng 

giảm thiểu độ sai lệch do địa lý bằng cách tạo ra cây phân loài từ những mẫu con ở cấp độ năm 

và quốc gia. Mặc dù vậy, các sự kiện du nhập trong những cây này vẫn bị kiểm soát mạnh mẽ 

bởi sự hiện diện hoặc thiếu sót của dữ liệu các trình tự, xác nhận rằng cần phải thiết kế một 

nghiên cứu dịch tể học kiểm soát tỉ lệ này để đẩy mạnh việc phân tích sự du nhập. Khi so sánh 

với kết quả phân tích của toàn bộ gen (8 phân đoạn), chúng tôi thấy rằng hầu hết các sự kiện du 

nhập của virus không được thể hiện đầy đủ trong cây phân loài của gen haemagglutinin (HA), 

mặc dù kết quả phân tích riêng lẻ từ phân đoạn này vẫn cho thấy mối liên kết tổng thể giữa các 

nước. Nghiên cứu của chúng tôi chỉ ra rằng nhiều khả năng các chủng virus của Việt Nam có 

thời gian tồn tại lâu hơn 1 năm.   
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Phần Giới Thiệu 

Hiểu biết các động lực của cúm ở những khu vực Nhiệt đới là rất quan trọng để hiểu biết đại dịch 

cúm toàn cầu khi mà những động lực giữa các khu vực Ôn đới và Nhiệt đới là có liên kết chặt 

chẽ. Các nghiên cứu phát sinh loài đã chỉ ra rằng Đông Á, Đông Nam Á, và các khu vực Nhiệt 

Đới là những nguồn có tiềm năng sinh thái cho sự lưu thông cúm toàn cầu (1,2). Tuy nhiên, một 

số nghiên cứu khác lại cho rằng nhiều vùng địa lý đa dạng có thể hoạt động như các quần thể 

nguồn (3-5). Do đó, vai trò của các khu vực Nhiệt đới đối với đại dịch cúm toàn cầu vẫn chưa 

được khẳng định, và các dữ liệu chuỗi gen virus từ những nước Nhiệt đới đóng vai trò rất quan 

trọng cho việc hiểu biết các tuyến du nhập của bệnh cúm trong các khu vực Nhiệt đới cũng như 

giữa các nước Nhiệt đới và Ôn đới.  

 

Việt Nam là ví dụ điển hình cho một quốc gia Nhiệt đới có thể đóng một vai trò quan trọng trong 

đại dịch cúm toàn cầu nhưng lại có ít thông tin về dịch cúm và cấu trúc quần thể virus được biết 

đến. Các kết quả khảo sát trọng điểm chỉ ra rằng bệnh cúm ở Việt Nam thường có 1 đến 2 đợt 

cao điểm mỗi năm, nhưng kể cả dữ liệu về các bệnh giống cúm (ILI) hay dữ liệu xác nhận virus 

cũng không chỉ ra được một mô hình theo mùa đơn giản; số trường hợp được xác nhận cúm có 

xu hướng biến động nhiều hơn số ca ILI (6,7). Các nghiên cứu huyết thanh học chỉ ra rằng tỉ lệ 

mắc cúm hằng năm ở Việt Nam vào khoảng 17% đến 26% (8). Do dân số Việt Nam có cấu trúc 

tương đối trẻ nên các mô hình tiên lượng có sử dụng tỉ lệ tiếp xúc (qua giao tiếp) đều cho thấy 

hầu hết các trường hợp nhiễm cúm nằm trong nhóm tuổi trẻ (9,10). Với mật độ dân số cao và các 

liên kết du lịch mạnh mẽ đến Đông Á, Đông Nam Á, Úc/New Zealand, Việt Nam (cũng giống 

như nhiều nước Đông/Đông Nam Á khác) có khả năng là một nguồn phát tán virus cúm toàn cầu 

vì đây là môi trường thuận lợi cho việc lưu thông liên tục và quanh năm của một dòng cúm duy 

nhất. Khả năng tồn tại và phát tán liên tục, sau đây, được chúng tôi định nghĩa như “tính bền 

vững” của chủng virus cúm. 

 

Các nghiên cứu phát sinh loài trên cúm đã chứng minh sự pha trộn của nhiều dòng virus ở mức 

độ toàn cầu (3,4,11), virus ở vùng ôn đới thường thiếu “tính bền vững” (1,2,11,12), trong khi các 

chủng cúm ở vùng cận nhiệt đới có xu hướng ít bị thay thế hơn (5,13). Nghiên cứu ở các nước 

nhiệt đới (trừ nghiên cứu số [14]) đều cho thấy rằng cúm ở vùng nhiệt đới không có mùa rõ ràng 

như ở vùng ôn đới(15-19), cúm ở các nước nhiệt đới có thể lưu hành liên tục trong suốt cả năm 
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(20,21); tuy nhiên, trong 2 nghiên cứu gần [20] và [21] các phân tích phát sinh loài không được 

thực hiện. Ở đây, chúng tôi trình bày các phân tích phát sinh loài của 240 chuỗi trình tự cúm từ 

Việt Nam, mẫu được thu thập bởi Hệ Thống Giám Sát Trọng Điểm Quốc Gia từ năm 2001 đến 

2008 (6). Chúng tôi xác định độ mạnh tương đối của các liên kết du nhập cúm giữa Việt Nam và 

phần còn lại của thế giới, và chúng tôi cố gắng giải thích những kết quả này trong bối cảnh của 

độ lệch thống kê gây do quá trình lấy mẫu gây ra (số lượng mẫu đại diện cho mỗi năm và mỗi 

vùng địa lý không đồng đều) là không thể tránh khỏi. Dựa trên việc thu mẫu thường xuyên trong 

năm 2007 và 2008, chúng tôi đánh giá liệu rằng chủng virus cúm có tính bền vững ở Việt Nam 

trong suốt giai đoạn này không. Mặc dù vậy, chúng tôi không thể kết luận chắc chắn liệu rằng 

Việt Nam nhận virus từ các nước khác hay là nguồn phát tán virus ra toàn cầu. 

 

Hiểu biết các mô hình lan truyền và tính bền vững của cúm toàn cầu là rất quan trọng cho việc 

duy trì một tiến trình lựa chọn có tính phối hợp và hiệu quả đối với vac-xin cúm. Những lựa chọn 

cho các thành phần vắc-xin trong tương lai sẽ phụ thuộc vào những mẫu được thu thập gần đây 

và những hiểu biết về sự đóng góp của từng vùng đối với sự lưu thông cúm toàn cầu sẽ giúp đưa 

ra các quyết định dựa trên những virus đến từ các khu vực có kết nối mạnh hoặc kết nối yếu.     
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Các phương pháp 

Mẫu. Mẫu phết mũi họng (NPS) hoặc mẫu phết họng (TS) được thu thập từ các bệnh nhân có 

biểu hiện giống cúm (ILI) tại các bệnh viện tham gia vào Hệ Thống Giám Soát Cúm Quốc Gia 

của Việt Nam, từ năm 2001 đến năm 2008. Mẫu bệnh phẩm được kiểm tra cúm A, B và các dòng 

cúm H1, H3, H5 bằng phương pháp RT-PCR sử dụng primers, probes và các hóa chất được 

khuyến cáo bởi các tổ chức CDC và WHO. Các mẫu dương tính sau đó được chọn lựa để phân 

lập virus và những virus được phân lập đạt đến nồng độ 1:8 trong thí nghiệm haemagglutination 

(8HAUs) sẽ được chọn để phân tích trình tự. Toàn bộ mẫu phân lập được phân dòng sử dụng thí 

nghiệm haemagglutination với các kháng nguyên và kháng thể từ bộ thử được khuyên dùng bởi 

WHO. Toàn bộ 242 mẫu được chuyển đến Dự án Trình Tự Gen Cúm tại Viện Sức Khỏe Quốc 

Gia Mỹ để giải trình tự bởi Viện J. Craig Venter (JCVI). Một mẫu không thể giải được trình tự 

và một mẫu bị nhiễm đã bị loại khỏi việc phân tích. Dữ liệu cuối cùng bao gồm 240 trình tự của 

chủng H3N2 (n=145) và H1N1 (n=95). Số ký hiệu nhấp vào GenBank là CY103972-CY105893. 

Bảng 1 chỉ các số và vị trí của virus. 

Bảng 1. Số lượng virus cúm được giải trình tự, 2001 - 2008  

Dòng virus, Năm 
Khu vực địa lý 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007            2008 

H3N2 
Miền Bắc 1 0 4 18 4 0 66 0 
Miền Trung 0 0 9 2 19 1 8 13 
Miền Nam 0 0 0 0 0 0 0 0 

H1N1 
Miền Bắc 6 2 24 0 1 6 0 6 
Miền Trung 0 0 1 0 2 4 0 36 
Miền Nam 0 0 0 0 0 6 0 1 

 

Thiết lập Dữ liệu. Để tiến hành các phân tích phát sinh loài theo vùng địa lý, các trình tự của 

virus cúm của cả 2 chủng H1N1 và H3N2 được đưa vào 2 nhóm dữ liệu: một “dữ liệu khu vực” 

gồm trình tự của toàn bộ 8 gen của virus từ Châu Á và Úc/New Zealand (ANZ), và một “dữ liệu 

toàn cầu” gồm 50 tập mẫu con của gen haemagglutinin (HA) (xem Các phương pháp bổ sung để 

biết thêm chi tiết). Các tập mẫu con được tạo ra bằng cách chọn ngẫu nhiên 12 trình tự trên một 

khu vực địa lý trên năm.  

 

Phân tích phát sinh loài. Các dãy trình tự được gióng cột bằng phần mềm MUSCLE v3.8 (23). 

Các cây phân loài được xây dựng bằng phương pháp tìm ước lượng hợp lý cực đại (Maximum 

Likelihood – ML) – thực hiện bằng phần mềm RAxML – với 2000 bootstrap (24,25). Đối với 
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các tập hợp dữ liệu của gen HA, thông tin ngày lấy mẫu được sử dụng để dựng cây phân loài 

(bằng phần mềm BEAST v1.6.2 (26)).Đồng hồ phân tử không nghiêm ngặt (phân phối 

lognormal không tương quan) được dùng để ước tính tốc độ đột biến của virus. Mô hình thay thế 

các nucleotide là SRD06+HKY85+Γ; các mô hình nhân khẩu học được sử dụng bao gồm: quy 

mô dân số không đổi và Bayesian skyride (xem	phụ	lục).	

 

Phân tích di cư theo khu vực. Phân tích di cư được hoàn thành thông qua việc sử dụng một 

phương pháp hồi qui tuyến tính trong gói PAUP*(27,28). 2000 cây bootstrap và cây ML tốt nhất 

được suy ra bởi RAxML được đọc trong PAUP* với các trình tự nucleotide được thay thế bởi các 

mã vị trí kí tự đơn đã được định nghĩa (Bảng S2 và S3). Các thay đổi trong mã vị trí được ánh xạ 

lên các nhánh cây sử dụng tiêu chí hồi qui tuyến tính ACCTRAN (28). Do khả năng tái tổ hợp 

giữa các phân đoạn RNA của virus cúm, các phân tích trên được thực hiện với toàn bộ 8 phân 

đoạn gen để xác định xem lịch sử di cư có gì khác biệt khi quan sát những phân đoạn gen khác 

nhau. Khi sử dụng phương pháp xác định thể khảm lẫn phương pháp phân loài tiêu chuẩn, tín 

hiệu tái tổ hợp mạnh đều được xác định (29) (xem Tư liệu bổ sung và Hình S2). 

 

Phân tích di cư toàn cầu. Để làm phép so sánh, một phân tích di cư tương tự được thực hiện 

trên 50 tập mẫu con của dữ liệu toàn cầucủa H3N2 và H1N1. Một ma trận di cư được xây dựng 

để diễn tả số lượng các kết nối giữa 27 (H3N2) hoặc 29 (H1N1) vùng địa lý được xác định trước. 

Phần mềm Gephi (30) được sử dụng để mô phỏng các kết nối trong ma trận. Đối với các vùng có 

đủ mẫu, khoảng cách tối thiểu đến các thân cây của sự phát sinh loài đầu tiên được tính toán cho 

toàn bộ 50 cây mẫu con (chỉ cho H3N2), để xác định nếu các virus từ các khu vực khác có thể 

được diễn tả như là tổ tiên (gần thân cây) hoặc là có nguồn gốc (xa khỏi thân cây). 
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Các kết quả 

Sự di chuyển của H3N2 trong khu vực châu Á và châu Đại Dương (qua phân tích gen HA) 

Mối quan hệ giữa trình tự H3N2 Việt Nam và các mẫu  virus khác trong khu vực châu Á và châu 

Đại Dương được thể hiện trong Hình 1. Mẫu đại diện của VN có ở tất cả các năm từ năm 2003 

đến 2008, ngoại trừ năm 2006 khi H1N1 chiếm ưu thế. Virus được phân lập của Việt Nam có 

mối quan hệ gần gũi với virus phân lập của Hồng Kông, Đài Loan, Singapore và Úc / New 

Zealand. Hai mươi sự kiện di cư “hồi quy tuyến tính” được suy ra từ cây này, chín cho thấy sự di 

cư VN-HK, bảy cho thấy sự di cư VN-ANZ, hai cho thấy sự di cư VN-TW, và có một sự kiện di 

cư duy nhất với Hàn Quốc và Qatar. Một cách rõ ràng, như HK (68 trình tự) và ANZ (> 500 

trình tự) được thấy rõ trong dữ liệu khu vực, tỉ lệ lớn về sự di cư VN có liên quan đến hai khu 

vực này. Lúc đầu khi chúng tôi không chắc chắn mức độ chính xác mà cây phát sinh loài theo 

khu vực địa lý có thể phản ánh chân thực mô hình di chuyển của virus cúm tại Việt Nam, chúng 

tôi đã thực hiện một quy trình xác thực để kiểm nghiệm tỉ lệ di chuyển toàn cầu của cúm H3N2 

Việt Nam được tìm ra trong cây phát sinh loài khu vực (xem Phụ lục). Có khoảng 70% sự kiện di 

chuyển của H3N2 trong phân tích toàn cầu cũng được tìm thấy trong cây khu vực. 

 

Hình 1. Cây phân loài (phân đoạn hemagglutinnin – dựng bằng phương pháp tìm ước lượng hợp lý cực đại) của 787 trình tự H3N2 
thu thập từ khu vực châu Á và châu Đại Dương. Dòng A/Canterbury/179/1999 được chọn làm gốc phát sinh loài. Giá trị bootstrap 
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được thể hiện trên các nốt trọng điểm. Các nhánh được tô màu theo vùng địa lý: đỏ – Việt Nam; tím – Úc hoặc New Zealand; 
xanh da trời – Hồng Kông; xanh lá – Đài Loan; cam – Singapo. Ngoài 2 nhãn “VN Jun 2003-Jan 2004” (đại diện cho các virus ở 
sát trên nó) và “ANZ 2000/2001” (đại diện cho 2 nhánh virus ở dưới và trên nó), các nhãn còn lại thể hiện thông tin cho dòng virus 
ở bên cạnh (trái hoặc phải) chúng. Tên các quốc gia được viết tắt: KG – Kyrgyzstan; VN – Việt Nam; JP – Nhật; KR – Hàn Quốc; 
QA – Qatar; KW – Kuwait; TW – Đài Loan; HK – Hồng Kông; ANZ – Úc và New Zealand. Thước tỉ lệ thể hiện tần suất biến đổi (trên 
1 nucleotide) ứng với độ dài của mỗi nhánh trên cây. 

 

Sự di chuyển của H1N1 trong khu vực châu Á và châu Đại Dương (quan phân tích gen HA) 

Mối quan hệ giữa các trình tự H1N1 Việt Nam và các virus ở khu vực khác được thể hiện trong Hình 2. 

Mẫu đại diện cho VN có ở các năm từ năm 2001 đến năm 2008, ngoại trừ năm 2004 và 2007. Mười sự 

kiện di cư  hồi qui tuyến tính  được suy ra từ cây này, sáu cho thấy sự di cư giữa VN-TW, hai cho thấy 

VN-JP, và hai cho thấy sự  di cư giữa VN-ANZ. Cũng như trong phân tích đối với H3N2, những liên kết 

di cư tương ứng với các virus đã được giải trình tự từ khu vực trong suốt giai đoạn 2001 - 2008. 

 

Hình 2. Cây phân loài (phân đoạn hemagglutinnin – dựng bằng phương pháp tìm ước lượng hợp lý cực đại) của 300 trình tự H1N1 
thu thập từ khu vực châu Á và châu Đại Dương. Dòng A/ New Caledonia/20/1999 được chọn làm gốc phát sinh loài. Giá trị 
bootstrap được thể hiện trên các nốt trọng điểm. Các nhánh được tô màu theo vùng địa lý: đỏ – Việt Nam; tím – Úc hoặc New 
Zealand; vàng – Nhật; xanh lá – Đài Loan. Các nhãn thể hiện thông tin cho dòng virus ở bên cạnh (trái hoặc phải) chúng. Tên các 
quốc gia được viết tắt: JP – Nhật; VN – Việt Nam; TW – Đài Loan; ANZ – Úc và New Zealand. Thước tỉ lệ thể hiện tần suất biến đổi 
(trên 1 nucleotide) ứng với độ dài của mỗi nhánh trên cây. 

 

Mô hình di chuyển của cúm qua phân tích toàn bộ gen. Khi cây khu vực chỉ bao gồm các 

trình tự mà toàn bộ bộ gen đã có sẵn, mô hình di cư được so sánh một cách hệ thống trên tất cả 
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tám phân đoạn của virus cúm. Bởi vì virus cúm tái sắp xếp, các sự kiện lịch sử khác nhau sẽ 

được nhìn thấy trong các phát sinh loài suy ra riêng trong tám phân đoạn virus. Thật vậy, đối với 

dữ liệu H3N2, chúng tôi quan sát trung bình của 14 sự kiện di cư hồi qui tuyến tính đối với phân 

đoạn NA và trung bình của 41 đối với phân khúc MP, với các đoạn khác nằm đâu đó ở giữa 

(Bảng 2). Một lần nữa, phần lớn của sự di cư là với ANZ và Hồng Kông, điều này chỉ ra rằng mô 

hình di cư tương tự qua các phân khúc, thậm chí mặc dù có sự khác nhau về số lượng của sự di 

cư và sự khác nhau của các sự kiện di cư cá nhân nó vẫn có thể được nhìn thấy thông qua việc 

phân tích các phân khúc khác nhau. Đối với các phân đoạn MP và NS của virus H3N2, số lượng 

lớn các sự kiện di cư có thể là kết quả của số lượng lớn các nút hình học liên kết không chắc 

chắn và các nút polytomic trong những cây này phải được giải quyết một cách ngẫu nhiên để tính 

toán số lượng các sự kiện di cư – ví dụ các trình tự từ một quốc gia có thể nhầm lẫn trộn với các 

trình tự từ các nước khác, do đó tạo ra một số sự kiện di chuyển nhân tạo trong các phân tích hồi 

qui tuyến tính. Sự tự tin thấp trong các liên kết di cư VN-SG cho virus H3N2 có thể là do số 

lượng nhỏ các trình tự bộ gen có ở Singapore, tất cả đều được thu thập trong năm 2003. Đối với 

các vi rút H1N1, chúng tôi quan sát từ sáu đến mười sáu sự kiện di cư trên cây suy ra trong tám 

phân đoạn riêng lẻ (Bảng 2). Trong các dữ liệu bootstrapped, các kết nối di cư VN-TW và VN-

JP xuất hiện xấp xỉ bằng nhau, mặc dù thực tế là các cây ML tốt nhất chỉ ra sáu kết nối VN-TW 

và hai kết nối VN-JP. Kết nối di cư giữa Việt Nam và ANZ có vẻ là hơi yếu. Điều này có thể là 

do việc thu mẫu ít hơn đáng kể đối của virus ANZ trong dữ liệu H1N1. Một số lượng tăng lên 

các sự kiện di cư đối với các phân đoạn MP và NS không được quan sát thấy trong các dữ liệu 

H1N1. 

Bảng 2. Sự di chuyển của virus cúm giữa Việt Nam và các nước khác*  

Dòng Virus, Số lượng sự kiện di trú được tìm thấy: giá trị trung vị (khoảng dữ liệu 95%) 
Quốc gia PB2 PB1 PA HA NP NA MP NS 

H3N2 
      Úc/ New Zealand 9 (5-13) 9 (5-13) 7 (4-10) 7 (3-10) 11 (6-16) 5 (2-8) 26 (19-33)      27 (18-36) 

Hong Kong 4 (1-7) 4 (1-8) 6 (2-10) 5 (2-8) 6 (2-10) 7 (3.5-12) 12 (6-18)        5 (1-10.5) 
Đài Loan 2 (1-3) 3 (2-4) 3 (2-4) 3 (1-4) 2 (1-4) 1 (0-3) 3 (1-5)              2 (1-5) 
Singapore 1 (0-3) 1 (0-3) 0 (0-2) 1 (0-3) 1 (0-6) 1 (0-3) 0 (0-2)              1 (0-3) 

H1N1 
Đài Loan 3 (1-6) 3 (1-5) 4 (2-7) 5 (2-7) 5 (2-8) 4 (2-8) 5 (2-10)             5 (2-8) 
Úc/ New Zealand 2 (0-5) 1 (0-4) 2 (0-5) 2 (0-5) 4 (1-8) 2 (0-4) 5 (2-9)              2 (0-6) 
Nhật 2 (1-4) 2 (1-4) 2 (1-4) 3 (1-4) 4 (1-8) 1 (0-2) 6 (2-9)              4 (2-7) 

 
*Dữ liệu từ 2,000 cây bootstrap cho toàn bộ 8 phân đoạn gen của các dòng cúm được thu thập từ châu Á và châu Đại Dương. Tên các phân đoạn 
gen được viết tắt: PB – polymerase basic protein; PA – polymerase acidic protein; HA – hemagglutinin; NP – nucleocapsid protein; MP – matrix 
protein; NS – nonstructural protein. 
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Sự di cư trong các cây mẫu con toàn cầu (qua phân tích gen HA). Do tương quan về số lượng 

mẫu giữa các vùng địa lý có ảnh hưởng lớn đến phân tích di chuyển, mô hình di chuyển được 

phân tích lại trên các dữ liệu mẫu con toàn cầu để giảm độ lệch địa lý từ việc có số lượng các 

mẫu cao hơn từ một số khu vực hơn những khu vực khác. Sử dụng cây HA toàn cầu cho cả trình 

tự của H3N2 và H1N1, chúng tôi xây dựng một ma trận di chuyển bao gồm tất cả các sự kiện di 

chuyển hồi qui tuyến tính giữa các khu vực được xác định trước (Bảng S2 và S3).Các mạng di 

chuyển được chỉ ra ở Hình 3, nó cho thấy Mỹ là một trung tâm lớn của sự di chuyển cúm, với 

khu vực Đông Á và ANZ cũng đóng một vai trò quan trọng. Dữ liệu H3N2 chỉ ra Việt Nam kết 

nối với hầu hết các nước khác trong khu vực Đông và Đông Nam Á, với Hoa Kỳ, và một cách 

yếu ớt với Nam Á. Dữ liệu H1N1 chỉ ra Việt Nam kết nối với Mỹ và châu Âu nhưng yếu với các 

nước châu Á khác. Đối với H3N2 và H1N1, tổng số các sự kiện di cư kết hợp với mỗi nút trong 

mạng là tương quan với số lượng mẫu cho nút đó (tất cả các giá trị p <10-5; các kiểm tra Kendall 

và Spearman). Lưu ý rằng số lượng mẫu không phải là giống hệt nhau cho mỗi nút bởi vì một số 

khu vực có ít hơn 12 trình tự mỗi năm và không cần phải tạo mẫu con trong những năm đó. Do 

đó, cả mẫu ít và mẫu nhiều đều có thể tạo ra mối tương quan này. Mặc dù nỗ lực của chúng tôi là 

làm giảm sai lệch địa lý trong các tập dữ liệu toàn cầu, suy luận trên các sự kiện di chuyển vẫn 

còn gắn liền với những vùng có mẫu; sai lệch này xuất hiện ảnh hưởng đến tất cả các nghiên cứu 

phát sinh loài địa lý. Đối với các trình tự H3N2, để xác định nếu có khu vực nào có những đặc 

điểm của một nguồn sinh thái, chúng tôi tính toán khoảng cách phát sinh loài của các trình tự từ 

sáu khu vực lấy mẫu nhiều (Trung Quốc, Hồng Kông, Nhật Bản, Việt Nam, ANZ, Mỹ) đến thân 

cây phát sinh loài ước lượng hợp lý cực đại toàn cầu (Hình 4). Trong năm 2003, ví dụ, qua toàn 

bộ 50 cây mẫu con, các trình tự được cô lập ở Trung Quốc dường như gần nhất với thân cây phát 

sinh loài điều đó cho thấy rằng những trình tự này là tổ tiên các trình tự virus khác được lấy mẫu 

trong năm 2003, điều này là phù hợp với sự thay thế toàn cầu chủng virus H3N2 bởi chủng 

A/Fujian/411/2002 đã xảy ra trong năm 2003. Nhìn chung, trong những năm 2003 đến 2007, 

không có một khu vực duy nhất nào có trình tự nhất quán với tổ tiên, xác nhận rằng không chỉ có 

một nguồn duy nhất virus cúm ở người trên toàn cầu. Mô hình di chuyển toàn cầu nhiều khả 

năng liên quan đến việc thay thế chuỗi  trên toàn cầu một cách định kỳ ở các vùng khác nhau 

trong các năm khác nhau (3,4). Không có đủ mẫu từ tất cả các vùng/năm để thực hiện phân tích 

này trên các tập dữ liệu H1N1. 
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Hình 3. Bản đồ di chuyển của virus cúm được tái lập dựa trên cây phân loài của (A) H3N2, dựng từ 1,140 chuỗi trình tự, và (B) 
H1N1, dựng từ 554 chuỗi trình tự. Các chuỗi trình tự được chọn ngẫu nhiên từ bộ dữ liệu toàn cầu (xem phần Phương pháp nghiên 
cứu). Kích thước và màu sắc của các nốt trên bản đồ tương ứng với số lượng sự kiện di cư (giá trị trung vị từ 50 mẫu con) liên quan 
đến vị trí đó. Độ dày các đường nối ứng với mật độ di chuyển của virus - đường càng đậm thể hiện mật độ càng cao.Các đường di 
chuyển liên kết với Việt Nam được tô màu đỏ, các đường nối khác được thể hiện bằng màu xanh. 
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Hình 4. Khoảng cách tối thiểu của các nhóm virus (H3N2) đến thân cây phát sinh loài (tính từ 50 cây phân loài H3N2 toàn cầu). 
Virus được chia nhóm dựa vào năm (2003 – 2007) và vùng địa lý. Tên các nước được viết tắt: ANZ – Australia/New Zealand; VN – 
Việt Nam; HK – Hồng Kông; CN – Trung Quốc; JP – Nhật; US – Mỹ. Các đường màu đỏ thể hiện giá trị trung vị của khoảng cách 
đo được qua 50 cây. Phân tích này không được thực hiện với 2 nhóm virus Việt Nam – 2006 và Hồng Kông – 2007 do số lượng 
trình tự của các nhóm này quá ít.. 

 

Tính bền vững của các dòng cúm. Hình 5 cho thấy phát sinh loài H3N2 Bayes suy ra từ các dữ 

liệu trình tự khu vực theo thời gian. Những hình nhỏ trong Hình 5 chỉ ra chi tiết của phát sinh 

loài  trong năm 2007-2008 (87 trình tự) cũng như những lần hợp lại của các đỉnh của những 

nhánh này. Rất khó để xác định đầy đủ tính bền vững của những chủng virus này vì lượng mẫu 

thu thập trong quý II năm 2007 và nửa đầu năm 2008 quá ít, mặc dù kết quả PCR thể hiện rõ 

bằng chứng về sự hoạt động cúm trong giai đoạn này (6). Thời gian phân nhánh trung bình của 

virus cúm ở Việt Nam trong giai đoạn này là 37 ngày (IQR: 21-72); các hình nhỏ trong Hình 5 

cho thấy rằng có một dòng cúm tồn tại “bền vững” tại Việt Nam trong ít nhất 13 tháng (từ tháng 

01/2007 đến tháng 01/2008). Do thiếu mẫu từ tháng 02/2008 đến tháng 05/2008 nên không thể 

kết luận liệu dòng này tồn tại ở Việt Nam trong thời gian bao lâu. 

Để xác định liệu việc thiếu mẫu từ các nước khác có thể tạo ra một bức tranh sai lệch về tính bền 

vững của các chủng cúm ở Việt Nam trong năm 2007 đến năm 2008 hay không, chúng tôi tập 

hợp một bộ dữ liệu trình tự của toàn bộ các virus ở châu Á và ANZ từ năm 2006 đến 2008 (n = 

672). Cây phân loài có độ tin cậy tối đa (maximum clade credibility tree - Hình S4) chỉ ra rằng 

các chủng của Việt Nam được phân chia thành hơn mười chủng khác nhau, khi được đặt cùng tất 

cả các chủng cúm của Châu Á / ANZ. Một trong những chủng này tồn tại ở Việt Nam trong 15 

tháng (Hình S1 (a)), một chủng khác cũng tồn tại trong 10-12 tháng (Hình S1 (b)). Điều này cho 

thấy các chủng cúm có thể đã tồn tại bền vững (một năm hoặc hơn) ở Việt Nam trong khoảng 
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thời gian 2007 – 2008. Tuy nhiên, phương pháp phân tích này là rất nhạy cảm đối với các phát 

sinh loài không chắc chắn vì một số dòng virus thiểu số có quá ít mẫu nên một thay đổi nhỏ trên 

cấu trúc cây phân loài cũng có thể làm thay đổi vị trí của toàn bộ chủng trên cây phân loài. 

 

Hình 5. Cây phân loài (phân đoạn hemagglutinin) của H3N2 thu được từ châu Á và châu Đại Dương (dữ liệu khu vực), được dựng 
bằng phần mềm BEAST phiên bản 1.6.2(26) dựa trên mô hình dân số không đổi. Các chuỗi trình tự đã dùng trong phân tích ở 
Hình 1 được dùng lại cho phân tích này, ngoại trừ 2 trình tự từ Việt Nam bị loại vì không xác định được ngày thu mẫu (n = 785). 
Cấu trúc phân loài của cúm ở Việt Nam trong năm 2007–2008 (được phóng đại ở góc dưới phải) cho thấy tính bền vững của virus 
trong suốt thời gian này. Đồ thị nhỏ (có trục hoành trùng với phần hình phóng đại) thể hiện thời gian phát sinh loài của các mẫu 
virus Việt Nam trong năm 2007–2008. 
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Thảo luận 

Theo phân tích của chúng tôi, các tuyến di chuyển chính của cúm đi qua Hoa Kỳ, Đông Á, và Úc 

/ New Zealand. Châu Âu - mặc dù mật độ dân số của nó và các trận dịch cúm luôn diễn ra vào 

mùa Đông – lại có ít kết nối đến những nơi khác trên thế giới hơn so với Hoa Kỳ. Kết quả này 

phù hợp với các nghiên cứu trước đây cho thấy khu vực Đông Á (2) và khu vực Châu Á nhiệt 

đới (1) là các nguồn cúm trọng điểm, và Hoa Kỳ như là một khu vực đóng góp chính (3). Các dữ 

kiện về trình tự mới trong phân tích này cho thấy các kết nối di cư mạnh mẽ giữa Việt Nam và 

các nước láng giềng, Mỹ, và châu Âu. Phân tích phát sinh loài trong khu vực của chúng tôi cho 

thấy một kết nối mạnh mẽ giữa Việt Nam và ANZ, nhưng các phân tích toàn cầu cho thấy trình 

tự ANZ lại liên quan chặt chẽ hơn với các trình tự từ các nước châu Á khác. Thêm vào đó, phân 

tích phát sinh loài cũng cung cấp bằng chứng về khả năng tồn tại ổn định hơn 1 năm (mà không 

bị thay thế) của virus cúm ở Việt Nam. Đây là một phát hiện quan trọng bởi các liên kết di 

chuyển và khả năng tồn tại bền vững của cúm là hai nhân tố chính để xác định nguồn phát tán 

virus. Việc tồn tại lâu dài của cúm ở khu vực nhiệt đới có thể có mối tương quan với sự tăng 

cường khả năng lẫn tránh miễn dịch của virus. Điều này có thể được chứng minh nếu ta có thể 

chỉ ra rằng việc tồn tại lâu dài hơn cũng đồng thời cho quần thể virus thêm thời gian để tích lũy 

đột biến và thay đổi kháng nguyên (2,31,32). 

Nhìn chung, phân tích tính bền vững thật gặp khó khăn ngay cả khi việc lấy mẫu trình tự diễn ra 

thường xuyên và việc xác nhận virus được thực hiện hàng tuần. Để đánh giá tính bền vững của 

cúm trong một khu vực trọng điểm (như Việt Nam), chúng tôi phải lấy mẫu bên ngoài khu vực 

này để xác định xem virus địa phương thực sự bắt nguồn từ đâu. Tuy nhiên, khi càng nhiều mẫu 

được lấy từ khu vực bên ngoài, (i) khả năng tìm thấy virus (ở khu vực bên ngoài) đồng chủng với 

những dòng virus trong khu vực nghiên cứu càng cao, (ii) tính đa dạng sinh học của các khu vực 

bên ngoài cũng tăng lên. Cả hai điều này đều khiến cho liên kết di cư của virus giữa khu vực 

nghiên cứu với các khu vực bên ngoài trông có vẻ mạnh hơn. Không có tiêu chí rõ ràng để xác 

định lượng mẫu thích hợp cho khu vực nghiên cứu lẫn các khu vực ngoài nghiên cứu, do vậy, rất 

khó để khẳng định chắc chắc rằng một chủng cúm chỉ tổn tại “bền vững” ở một khu vực duy 

nhất. Đối với các trình tự cúm Việt Nam 2007 và 2008(có thời gian thu mẫu trải khá đều và gần 

như phủ khắp 2007-2008), thời gian hợp nhất của những virus này trên cây phân loài tương đối 

ngắn, chỉ ra rằng hầu hết những loại virus này  đều xuất hiện ở Việt Nam chưa lâu. Những dữ 

liệu này phù hợp và cũng là bằng chứng cho tính bền vững của các chủng virus ở Việt Nam trong 
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suốt thời gian này. Tuy nhiên, chúng tôi biết rằng không có kiểm nghiệm  thống kê nào có thể 

bác bỏ hoàn toàn giả thiết xuất hiện chủng virus mới trong khoảng thời gian 2007-2008. Tập dữ 

liệu hoàn hảo để chứng minh tính bền vững của dòng virus có lẽ phải là 52 mẫu virus được thu 

trong 52 tuần liên tiếp, với các mẫu virus liền kề khác nhau ở 0 hoặc 1 vị trí nucleotide. 

Phương pháp lấy mẫu. Một trong những hạn chế lớn của tất cả các phân tích di cư thực hiện 

với dữ liệu trình tự là  độ lệch gây ra bởi lượng mẫu thu thập ở mỗi khu vực địa lý rất khác nhau. 

Càng nhiều trình tự để chỉ ra vị trí, thì càng nhiều khả năng là một trong những trình tự này nhập 

cư gần đây, và được nhận dạng bởi sự hiện diện của các trình tự tương tự từ các địa điểm khác. 

Để khắc phục sai lệch này, việc lấy mẫu con thường được sử dụng (3,5), để đảm bảo rằng các số 

lượng mẫu được sử dụng cho mỗi khu vực tương đối đồng nhất. Trong tình huống khi có quá ít 

trình tự từ một địa điểm cụ thể, thì sẽ chỉ có một số lượng nhỏ hơn các liên kết di cư có thể được 

suy ra từ vị trí đó. Sự sai lệch này không thể được sửa chữa bằng phương pháp thu mẫu con. 

Phân tích của chúng tôi ở cấp độ toàn cầu trên các tậpdữ liệu con cho thấy rằng số lượng mẫu và 

trọng số của các kết nối di cư có tính tương quan cao. Tuy nhiên, chúng tôi không thể xác định 

quan hệ nhân quả trong mối tương quan này. Một tín hiệu di chuyển có thể yếu vì thiếu mẫu. 

Ngược lại, số lượng nhỏ các mẫu có thể là kết quả của hoạt động cúm thấp và kết nối di cư yếu 

với các vùng khác. Để xác định nguyên nhân, hệ quả trong tương quan nói trên, một chiến lược 

lấy mẫu trình tự phải được đưa ra trong bối cảnh của một hệ thống giám sát cúm, sau đó các dữ 

liệu dịch tễ và dữ liệu trình tự phải được phân tích cùng nhau. Tỷ lệ nhiễm bệnh và dữ liệu trình 

tự nên được sử dụng đồng thời để xác định số lượng mẫu phù hợp cho từng vùng địa lý.  

Mặc dù khá dễ để nhận ra những dấu hiệu của việc thu mẫu quá nhiềuđiều này dường như là một 

điểm rõ ràng về việc thu mẫu quá nhiều, đối âm là việc quá nhiều mẫu trong dữ liệu trình tự cúm 

xảy ra với một mức độ cao của sự sao chép giả. Phương pháp thu mẫu trình tự cúm hiện được 

dùng trong hầu hết các nghiên cứu khoa học và trong bối cảnh y tế cộng đồng thường dẫn đến 

việc mỗi mẫu được thu thêm, thay vì phải là một quan sát độc lập, lại có tính hệ số tương quan 

cao với những mẫu khác được thu cùng thời gian / cùng khu vực địa lý (33). Những mẫu “sao 

chép giả” này, về nguyên tắc, sẽ không tạo ra các sự kiện di chuyển nhân tạo bổ sung vào kết quả 

phân tích bởi cấu trúc của cây phát sinh loài không chịu nhiều ảnh hưởng từ mức độ độc lập lẫn 

nhau của mẫy trình tự. 
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Tuy nhiên, mối tương quan giữa số lượng mẫu và sức mạnh di chuyển vẫn tồn tại trong dữ liệu 

một phần, bởi vì khi số lượng mẫu tăng lên, xác suất một chủng virus mới được phát hiện cũng 

tăng theo. 

Một cách tiếp cận mới cần được phát triển để có thể xem xét mọi biến số như không gian, sự tiến 

hóa, và dịch tễ học trong phân tích phát sinh loài. Các cách tiếp cận Bayesian đã được lựa chọn 

làm phương pháp tiêu chuẩn cho các nghiên cứu phát sinh loài theo vùng địa lý gần đây 

(1,3,4,34-37), chủ yếu là do khả năng của chúng để bù đắp cho sự không chắc chắn của các biến 

số tiến hóa, dân số và di cư, đặc biệt là bởi vì khả năng của chúng để kết hợp các nút hình học tô-

pô không chắc chắn vào các phân tích phát sinh loài. Phương pháp Bayesian có thể phục vụ như 

một công cụ phụ trợ mạnh mẽ trong phân tích phát sinh loài theo vùng địa lý, cho phép xem xét 

độ lệch thống kê do quá trình lấy mẫu gây ảnh hưởng như thế nào đến từng vùng địa lý. Một yếu 

tố quan trọng nữa của phương pháp Bayesian trong nghiên cứu bệnh cúm là khả năng áp dụng 

của nó lên toàn bộ bộ gen trong các phân tích phát sinh loài theo vùng địa lý (1). Đối với các bộ 

dữ liệu có xác xuất tái tổ hợp cao, sự hiện diện của tín hiệu di chuyển độc lập trong tám cây phát 

sinh loài khác nhau (cho tám đoạn RNA của virus) có thể được sử dụng để giảm sự không chắc 

chắn cho các tham số di cư được tìm ra. 

Chúng tôi dự định làm sáng tỏ con đường di chuyển của cúm vào và ra khỏi Việt Nam, cũng như 

khả năng tồn tại bền vững của virus ở Việt Nam. Đối với cả hai mục tiêu, chúng tôi đề nghị rằng 

các nghiên cứu trong tương lai liên kết phân tích phát sinh loài với dữ liệu dịch tễ nhằm sửa chữa 

những thiên lệch thống kê đã nêu trên và cung cấp bằng chứng dịch tễ bổ sung quan trọng cho 

việc di chuyển và tính bền vững. Nếu mô hình nguồn – bể chứa thực sự là sự đơn giản hóa của 

mô hình lưu thông cúm toàn cầu (3-5), các liên kết chặt chẽ giữa Việt Nam với các nước khác ở 

châu Á, châu Âu và Hoa Kỳ cho thấy đất nước này có thể đóng cả hai vai trò trong những thời 

điểm khác nhau. 
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