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Tóm tắt 

Báo cáo này phân tích 15 dãy trình tự haemagglutinin  (HA) mới của virus cúm 
gia cầm A/H5N1 được thu mẫu từ gia cầm bệnh ở miền Nam Việt Nam từ 
01/01/2010 đến 06/03/2010. Những trình tự HA này tạo thành một nhánh phụ 
mới bắt nguồn từ phân nhóm 1 của virus H5N1 (đã lưu hành tại Việt Nam từ 
2003/2004). Các virus này được đặc trưng bởi một thay đổi từ isoleucine thành 
valine ở vị trí 514 (I514V) và có 1.8% khác biệt ở cấp độ nucleotide so với các 
trình tự HA được thu ở Việt Nam trong năm 2007. Năm thay đổi trên amino 
acid mới được tìm thấy trong vùng kháng nguyên, và ba được xác định nằm 
trong vùng gắn kết thụ thể. Một đột biến mới có thể đã loại bỏ một vùng 
N-linked glycosylation trên bộ gen của các virus này. Ngoài ra, một phân tử 
methionine được chèn thêm vào vùng polybasic cleavage. Năm trong số những 
virus này được thu mẫu từ những nông trại có tiêm phòng H5N1, nhưng không 
có mối liên hệ giữa các đột biến tìm được với trạng thái tiêm chủng của đàn gia 
cầm. Mặc dù hiện tại chưa có đủ bằng chứng khẳng định khả năng biến đổi 
kháng nguyên hay thoát miễn dịch ở virus H5N1 Việt Nam, chúng tôi cho rằng 
việc giám soát liên tục vẫn là một ưu tiên cao.      

  
 

Hơn 500 ca nhiễm cúm H5N1 đã được ghi nhận tính từ lúc 
chủng virus độc lực cao này bắt đầu xuất hiện trong năm 
1996/1997 (Peiris et al., 2007; Tarantola et al., 2010). Trong 
thời gian gần đây, mặc dù tỷ lệ nhiễm H5N1 ở người đã giảm, 
việc giám sát và mô tả đặc điểm phân tử của virus cúm gia 
cầm độc lực cao (HPAI) vẫn là một ưu tiên cao. Tính đến nay, 
hầu hết các ca nhiễm bệnh ở người xảy ra ở 3 quốc gia: 
Indonesia (174), Ai Cập (130) và Việt Nam (119).Cả ba nước 
này đều có số lượng nông trại chăn nuôi gia cầm lớn đi kèm 
một mạng lưới rộng khắp các chợ buôn bán và tiêu thụ gia 

cầm (Domenech et al., 2009). Tần suất bùng phát dịch ở 
các nước này khá thường xuyên với tỉ lệ cao của HPAI 
trong gia cầm. Việt Nam có tổng đàn gia cầm hơn 220 triệu 
con với hơn 40% hộ gia đình nuôi gà hoặc vịt. Cúm gia 
cầm H5N1, với khả năng lây nhiễm và gây tử vong trên 
người, đã trở thành mối đe dọa thường trực với các đợt dịch 
bùng phát thường xuyên từ tháng 12 đến tháng 2 hàng năm. 
Mặc dù hầu hết các ca nhiễm H5N1 trên người ở Việt Nam 
xảy ra trong các năm 2004 và 2005, hai năm vừa qua cũng 
có 12 trường hợp được ghi nhận, trong đó có 7 ca đã tử 
vong. 

 
 



 
Cấu trúc phả hệ của virus cúm gia cầm H5N1 được 

WHO phân tích dựa trên trên trình tự haemagglutinin (HA) 
nhằm xác định nhóm và nhóm phụ của các dòng virus đã 
được phân lập (WHO/OIE/FAO H5N1 Evolution 
Working Group, 2009). Các chủng H5N1 được tìm thấy ở 
Việt Nam nằm trong nhóm 1, nhóm 2.3.2 và nhóm 2.3.4 
(Le et al., 2008; Nguyen et al., 2008). Năm 2008, một số 
virus thuộc nhóm 7 cũng được tìm thấy dọc biên giới 
Việt – Trung (Nguyen et al., 2009), tuy nhiên, các virus 
này vẫn chưa xâm nhập sâu vào Việt Nam. Hiện nay, 
chủng H5N1 chính (nhưng không phải duy nhất) gây bệnh 
ở miền Nam Việt Nam là các virus thuộc nhóm 1 (Wan et 
al., 2008). Nghiên cứu cấu trúc di truyền của các quần thể 
virus ở Việt Nam cho thấy cúm gia cầm H5N1 ở miền Bắc 
và miền Nam Việt Nam tiến hóa tương đối độc lập (Smith 
et al., 2006a).  

Kể từ tháng 10 năm 2005, chính phủ Việt Nam đã theo 
đuổi các chiến dịch tiêm phòng định kỳ sáu tháng đầy 
tham vọng cho gia cầm (Hinrichs et al., 2010). Chiến lược 
tiêm phòng này là một trong những biến số quan trọng 
giải thích cho việc giảm đáng kể tần suất bùng phát dịch 
và tỉ lệ nhiễm trên tổng đàn (Domenech et al., 2009; 
Henning et al., 2009). Khoảng 250-350 triệu gia cầm 
được tiêm vacxin trong tháng 3-4 và tháng 8-9 mỗi năm, 
đây là vắc xin bất hoạt được tạo ra bởi kỹ thuật đảo ngược 
di truyền; công thức hiện tại (Re-1) chứa HA và 
neuraminidase của dòng virus A/Goose/Guangdong/1/96. 
Re-1 chỉ là họ hàng xa với dòng virus hiện đang lưu hành, 
mặc dù vậy, tác dụng bảo vệ của nó chống lại các virus hiện 
tại thuộc nhóm 1, 2.2 và 2.3.4 vẫn khá tốt (Tian et al., 2010). 
Trong năm 2011, Việt Nam có kế hoạch nâng cấp dòng 
vacxin lên Re-5 (A/duck/Anhui/1/2006), là nhánh virus 
2.3.4 có họ hàng gần hơn với các dòng Trung Quốc đang 
lưu hành (Chen, 2009). Giám sát đa dạng di truyền và sự 
tiến hóa liên tục trong các quần thể được tiêm phòng là rất 
quan trọng để xác định những thay đổi trong độc lực  cũng 
như sự thoát miễn dịch của virus. Tuy nhiên, việc giám sát 
này rất khó thực hiện thực tế là một số gà bị chuyển đổi huyết 
thanh nhưng hoàn toàn không có triệu chứng lâm sang của 
bệnh (Henning et al., 2010). Một giả thuyết nhằm giải thích 
cho hiện tượng này là thừa nhận sự lưu hành của các biến thể 
H5N1 độc lực thấp ở gà; mặc dù vậy, chưa có bằng chứng 
virus học để xác nhận điều này. 
 

Phương pháp 

   Chúng tôi giải trình tự HA của virus H5N1 được thu từ 
gia cầm bệnh trong suốt thời gian giám sát thụ động từ 
tháng 1 đến tháng 3 2010 tại bốn tỉnh của miền Nam Việt 
Nam: Khánh Hòa, Bến Tre, Sóc Trăng và Cà Mau. 

   Việc thu mẫu được tiến hành bởi các chi cục Thú y 
của các tỉnh dựa theo hướng dẫn quốc gia về việc xử lý 

dịch bệnh có dấu hiệu của cúm độc lực cao. Mẫu phết 
hậu môn được thu từ một đến ba con gia cầm trên mỗi bầy 
nghi cúm và được kiểm tra bằng phương pháp RT-PCR 
sử dụng quy trình chuẩn OIE (OIE, 2008). Có 16 trang 
trại báo cáo gia cầm bệnh trong suốt 3 tháng nghiên cứu, 
và 17 mẫu được thu từ những nông trại này cho kết quả 
dương tính với H5. Bốn trang trại đã tiêm vắc xin trong 
vòng 3 tháng trước đó. Việc giải trình tự trực tiếp HA 
được thực hiện trên toàn bộ mẫu bằng phương pháp đã 
trình bày trước đây (Guan et al., 2002), 15 trình tự HA đã 
được tạo ra thành công (9 từ vịt thịt, 4 từ gà, một từ chim 
cút và một từ ngan; các số nhập vào Genbank 
CY081026 – CY081040). 
Để đặt 15 trình tự HA mới trong bối cảnh khu vưc, chúng 

tôi đã tải toàn bộ các trình tự HA (>1600 nt) của virus cúm 
gia cầm H5N1 thu ở Việt Nam từ Genbank (n=105; 33 gà, 
71 vịt và 1 chim cút). Chúng tôi chỉ lấy các trình tự từ dự án 
Influenza Genome Sequencing Project (IGSP) (Ghedin et al., 
2005) do quá trình thu mẫu cũng như giải trình tự của dự án 
này đã được kiểm soát chặt chễ về chất lượng (Boni et al., 
2010). Mười lăm trình tự HA thu được từ nghiên cứu này 
được phân tích cùng với 105 trình tự tải từ GenBank, 16 
trình tự đặc trưng cho các phân nhóm (của H5N1), 3 trình tự 
thuộc phân nhóm 0 (dung làm nhóm ngoài), và 3 dòng virus 
được chọn làm vắc xin của Trung Quốc (Chen, 2009) (do 
các dòng này được cho là gần với dòng vắc xin sử dụng ở 
Việt Nam). Quá trình going trình tự được thực hiện bởi phần 
mềm MUSCLE v3.8 (Edgar, 2004); cây phát sinh loài được 
dựng bằng RAxML, sử dụng phương pháp tìm ước lượng 
hợp lý cực đại với 1000 vòng lặp bootstrap (Stamatakis, 
2006; Stamakis et al., 2008). Hình 1 biểu diễn cấu trúc phát 
sinh loài của toàn bộ 142 trình tự nói trên. 
Để tìm hiểu mối quan hệ giữa những dòng virus Việt Nam 

thu được trong nghiên cứu này với virus ở các quốc gia lân 
cận, chúng tôi đã sử dụng một tập dữ liệu trình tự lớn hơn, sử 
dụng cả trình tự của IGSP và không phải IGSP, để dựng nên 
cây phát sinh loài thứ hai. Chúng tôi đã tải toàn bộ các trình 
tự HA của H5N1 (>1600 nt) từ Campuchia (n=25); Lào 
(n=36); Việt Nam (n=293); và 3 của tỉnh Trung Quốc là Vân 
Nam (n=68), Quảng Tây (n=78) (có đường biên giới chung 
với Việt Nam), và tỉnh Quảng Đông (n=37) (gần với Việt 
Nam và là một tâm điểm quan trọng của H5N1). Các trình tự 
Trung Quốc thu trước năm 2003 được loại bỏ để làm giảm 
kích trước của tập dữ liệu. Các trình tự này được sắp xếp với 
các trình tự đặc trưng nhóm, các dòng vắc xin và nhóm 
ngoài như ở trên. Hình 2 biểu diễn cây phát sinh loài hợp lý 
cực đại (RAxML, 100 vòng lặp boostrap) của 574 trình tự 
này. 

Kết quả và thảo luận 

Mười lăm trình tự Việt Nam năm 2010 hình thành một phân 
nhánh phụ (có giá trị boostrap cao) trong nhóm 1, 

 
 



 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

Hình 1. Cây phát sinh loài hợp lý cự đại của 142 trình tự HA virus cúm gia cầm H5N1 Việt Nam. Xuất phát từ 

Gs/Gd/1/96. Chỉ những trình tự có trên Dự Án Trình Tự Gen Cúm (National Institutes of Health, USA) là được tính trong 

phân tích này. Giá trị bootstrap ‡70% được chỉ ra trên các nhánh. Các trình tự từ 2010 được tô màu theo mã vị trí: Khanh Hoa 

(đỏ), Ben Tre (cam), Soc Trang (xanh lá) and Ca Mau (xanh da trời). Các hộp xám trên nhánh biểu thị năm trình tự được 

thu mẫu từ những nông trạng đã tiêm chủng. Các dòng vắc xin đã sử dụng ở Trung Quốc (Chen, 2009)  được biểu diễn 

bằng màu đỏ sậm.  Mô hình tiến hóa sử dụng bởi RAxML:  GTR-C,  a = 0.422679,  AC = 1.149255,  AG = 5.429345,  

AT = 0.628623, CG = 0.232736, CT = 7.840430, GT = 1.0.  
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Bảng 1. 15 trình tự HA được thu từ 01 2010 đến 03 2010 ở miền Nam Việt Nam 

 

Tên trình tự Ngày thu mẫu Địa điểm (Tỉnh) Các amino acid mới thay đổi từ nhánh 1 trình tự 2007  

 

A/Chicken/Vietnam/1/2010* Jan 1 Ca Mau I514V, A214S 

A/Duck/Vietnam/1/2010 Jan 7 Ca Mau I514V, A185E, N309T, D45G, R458K 

A/Duck/Vietnam/2/2010* Jan 10 Ca Mau I514V 

A/Duck/Vietnam/3/2010# Jan 17 Ca Mau I514V, S155G, N236S; insertion (-)326M 

A/Duck/Vietnam/4/2010# Jan 24 Ca Mau T204M 

A/Duck/Vietnam/5/2010 Jan 25 Soc Trang S155N 

A/Chicken/Vietnam/2/2010 Feb 2 Soc Trang I514V, N309T 

A/Duck/Vietnam/8/2010 Feb 12 Soc Trang I514V, A185E, V200I 

A/Duck/Vietnam/7/2010 Feb 17 Soc Trang I514V, N309T, A184G 

A/Chicken/Vietnam/4/2010 Feb 23 Khanh Hoa I514V 

A/Quail/Vietnam/1/2010 Feb 23 Khanh Hoa I514V, C42W, K161R 

A/Chicken/Vietnam/3/2010 Feb 25 Khanh Hoa I514V 

A/Chicken/Vietnam/5/2010* Feb 25 Khanh Hoa I514V, I71T 

A/Duck/Vietnam/9/2010*+ Mar 6 Ben Tre I514V, T36A, P136S, L41H, C42R 

A/Duck/Vietnam/10/2010*+ Mar 6 Ben Tre I514V, T36A, P136S 

 

*Trang trại đã tiêm chủng  

# Không có trình tự qua vị trí 514.  

+ Mẫu cùng một trang trại.  

Các thay đổi của Amino acid được tô đậm quan sát trong nhiều hơn một virus. 

 

với một khoảng cách di truyền trung bình là 31 nt (1.8%) 
so với các virus tổ tiên năm 2007 (Hình 1). Nhánh 2010 
được đặc trưng bởi một đột biến tại vị trí 514 – isoleucine 
biến đổi thành valine (I514V; vị trí trên gen H5 được đánh 
số dựa theo Chương trình Cúm toàn cầu của WHO (2005) 
và Smith et al. (2006a))Ngoài ra, có 4 đột biến amino acid 
mới được tìm thấy trong ít nhất 2 trình tự (Bảng 1). So với 
các virus của năm 2007, các virus 2010 có tần số đột biến 
K48R và N168D cao vượt trội. Trên các virus này, chúng 
tôi cũng tìm thấy 5 biến đổi amino acid mới trong vùng 
kháng nguyên (T36A, D45G, P136S, S155N/G và A185E) 
(Chương trình Cúm toàn cầu của WHO, 2005; Steven et al., 
2006). Ba thay đổi amino acid (A184G, A185E và A214S) 
xảy ra trong khu vực gen được dự đoán là cấu trúc vòng 
của vùng gắn kết thụ thể (Stevens et al., 2006). Các đột 
biến S155N/G cũng được ghi nhận; một vị trí 
N-glycosylation có thể đã bị loại bỏ bởi các đột biến này 
(Smith et al., 2006a; Yen et al., 2009). Một virus mang 
thêm một methionine được chèn vào vùng polybasic 
cleavage. Các hiệu ứng kiểu hình của những thay đổi này sẽ 
được  mô tả trong ở những phân tích trong tương lai.  

Khi xem xét trong bối cảnh phát sinh loài rộng hơn – 
bao gồm các trình tự IGSP và không-IGSP từ Việt Nam, 
Cam Pu Chia, Lao và miền Nam Trung Quốc – các trình 
tự HA của Việt Nam vẫn hình thành một nhánh phụ 
(bootstrap =99%) trong nhóm virus 1. Mặc dù virus nhánh 
1 lưu hành trong năm 2008 và 2009 có đặc tính di truyền 
học là gần giống với virus 2010 được miêu tả ở đây, 
nhưng không có bất kỳ trình tự H5N1 nào của Việt Nam 
trong năm 2008 hoặc 2009 có trên GenBank. 

Các virus 2010 được thu mẫu trong báo cáo này có nguồn 
gốc từ các trang trại gà và vịt có kích thước bầy dao động từ 4 
đến trên 8000 cá thể. Các trang trại bùng phát dịch đã trải qua 
những thiệt hại đáng kể, với hầu hết các trang trại bị thiệt hại 
từ 10% đến 45% tổng đàn. Bốn trong số 15 trang trại báo cáo 
rằng đã tiêm phòng cho đàn gia cầm trong 3 tháng trước đó; 
mặc dù vậy chúng tôi không có thông tin chi tiết về lịch sử 
tiêm phòng để xác định tỉ lệ cá thể được chủng ngừa so với 
tổng đàn cũng như không thể khẳng định rằng toàn bộ vịt đã 
được tiêm hai mũi như khuyến cáo. Cần lưu ý rằng ngay cả 
khi sử dụng huyết thanh,tình trạng miễn dịch của gia cầm ở 
các trang trại này cũng không thể được xác định bởi công 

thức vac xin hiện tại ở Việt Nam (bất hoạt Re-1) tạo ra 
phản ứng miễn dịch hoàn toàn giống với phản ứng gây ra 
do lây nhiễm tự nhiên. Chúng tôi khuyến cáo rằng lịch sử 
tiêm phòng tại các trang trại nuôi gia cầm nên được ghi lại 
chi tiết hơn nhằm phục vụ cho các hoạt động chống dịch 
trong tương lai.     

Nhiều nhân tố ở cả 2 cấp độ – cá thể và đàn – có thể ảnh 
hưởng đến hiệu quả của vắc xin, điển hình là các vấn đề về 
quy trình làm lạnh hay chất lượng vắc xin thấp, liều không 
đúng (không đúng cho độ tuổi, thất bại trong việc tăng 
cường) hoặc là sự thay đổi số lượng cá thể trong đàn. Các 
nghiên cứu trước đây xác nhận rằng việc tiêm vắc xin ở 
thực địa có thể thất bại trong việc đạt được cùng một mức 
độ của miễn dịch như đã quan sát thấy trong kiểm chứng 
thực nghiệm (Henning et al., 2010). Đặc biệt, chuyển đổi 
huyết thanh được biết là đặc biệt ít ở vịt và yêu cầu tối 
thiểu là 2 liều, khuyến cáo ở ngày thứ 7 và 21, cho việc bảo 
vệ hoàn toàn (Henning et al., 2010). Vì thế, có sự khó khăn 
để xác định trạng thái miễn dịch chính xác và khả năng 
nhạy cảm với việc nhiễm bệnh hay các bùng phát dịch của 
bất cứ bầy cụ thể nào. 

Các kết quả của chúng tôi đồng tình với các báo cáo 
khác cho rằng những chiến dịch tiêm vắc xin hiện tại đang  
thất bại trong việc cung cấp sự bảo vệ chống lại khả năng 
nhiễm và phát bệnh. Các đàn gia cầm được tiêm vắc xin 
có thể tạo ra các quần thể miễn dịch một phần, và trở 
thành môi trường thích hợp để các biến thể kháng 
nguyên mới của H5N1 phát sinh (Smith  et al., 2006b;  
Domenech  et al.,2009; Henning et al., 2010). Mặc dù vậy, 
đến nay không có bằng chứng nào cho thấy sự thất bại 
của vắc xin là kết quả của việc thoát miễn dịch ở cúm. 
Đặc điểm kháng nguyên của các virus được tìm thấy 
trong nghiên cứu này cần được phân tích kĩ hơn nhằm 
đánh giá đầy đủ những tác động của các đột biến mới lên 
kiểu hình  virus. Cần phải nhấn mạnh rằng sự hiện diện 
của các đột biến này trong H5N1 2010 ở Việt Nam 
không liên quan tới trạng thái tiêm phòng; hai virus 
trong số mẫu thu được từ các trang trại đã tiêm vắc xin 
không cho thấy đột biến trên các vị trí kháng nguyên. 

Sự kết hợp của các chiến dịch tiêm phòng vắc xin tích 
cực và các biện pháp kiểm soát sự bùng phát của HPAI đã 



giảm đáng kể sự lây truyền của virus H5N1 tại Việt Nam từ 
đợt dịch đầu tiên 2003-2005. Mặc dù vậy, HPAI tiếp tục 
phát tán ở những đàn gia cầm ít được tiêm phòng. Với việc 
virus cúm gia cầm H5 đã được xác định là có khả năng tiến 
hóa thoát miễn dịch (Lee et al., 2004; Domenech et al., 
2009), chúng tôi nhấn mạnh rằng việt giám sát kéo dài và 
thận trọng đối với virus tại thực địa là vô cùng quan trọng. 
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