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Nam. KÕt qu¶ PCR trªn mét nhãm gåm 75 bÖnh nh©n 
cho ®é nhËy lµ 92% vµ ®é ®Æc hiÖu lµ 100% vµ c¸c 
ph¶n øng PCR trªn ADN sinh thiÕt cña mét nhãm bÖnh 
nh©n kh¸c gåm 38 bÖnh nh©n cho ®é nhËy lµ 82% vµ 
®é ®Æc hiÖu lµ 100%. CÆp måi cagA cã thÓ sö dông ®Ó 
ph¸t hiÖn vi khuÈn víi ®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cao.. 
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§ÆC §IÓM PH¢N Tö CñA VIRóT CóM A/H5N1 L¦U HµNH T¹I MIÒN B¾C VIÖT NAM, 2003-2008 

 

L£ QUúNH MAI - ViÖn VÖ sinh DÞch tÔ Trung ¦¬ng 
TãM T¾T 
Virót cóm gia cÇm ®éc lùc cao A/H5N1 ®· ®­îc ghi 

nhËn kh«ng chØ g©y bÖnh cho gia cÇm mµ cßn g©y 
bÖnh viªm ®­êng h« hÊp cÊp nguy hiÓm cho ng­êi. 
Tr­êng hîp nhiÔm virót cóm gia cÇm ®Çu tiªn t¹i ViÖt 
Nam ®­îc x¸c ®Þnh vµo cuèi n¨m 2003 vµ ®Õn nay ®· 
cã 119 tr­êng hîp ®­îc ghi nhËn trong ®ã 59 tr­êng 
hîp tö vong. Virót cóm gia cÇm A/H5N1 cã ®Æc ®iÓm 
tiÕn hãa vÒ di truyÒn häc t­¬ng tù c¸c virót cóm A ®· 
biÕt. Nghiªn cøu cña chóng t«i trªn 23 chñng virót cóm 
gia cÇm ®éc lùc cao ph©n lËp trªn ng­êi t¹i miÒn B¾c 
ViÖt Nam, 2003-2008 cho thÊy hÇu hÕt c¸c ph©n ®o¹n 
gen cña virót cóm A/H5N1 nhãm vµo 2 kiÓu h×nh 
kh¸ng nguyªn lµ clade 1 vµ clade 2.3.4. Tuy nhiªn gen 
NA l¹i biÓu hiÖn trªn 3 kiÓu h×nh kh¸ng nguyªn lµ clade 
1, clade 2.3.2 vµ clade 2.3.4 t­¬ng tù víi virót cóm gia 
cÇm A/H5N1 l­u hµnh trªn gia cÇm t¹i ViÖt Nam vµ 
Trung Quèc trong cïng thêi gian. 

Tõ khãa: virót cóm gia cÇm ®éc lùc cao A/H5N1, 
kiÓu h×nh kh¸ng nguyªn, gen HA, gen NA. 

SUMMARY 
The highly pathogenic avian influenza (HPAI) 

A/H5N1 virus are causing of poultry outbreak as well 
as acute severe pneumonia in human. The 1st 
confirmed A/H5N1 case was recognized in Vietnam in 
the end of 2003 and up to now, 119 confirmed cases 
were reported, of those 59 deaths. The genetic 
evolution of HPAI/H5N1 is similar known influenza A 
viruses and leaded to antigen changing that caused of 
endemic or pandemic so far. Our study analyzes 23 
strains of A/H5N1 isolated from A/H5N1 patients in the 
North of Vietnam during 2003-2008 period by 
molecular characterization. The results showed that 
most of genetic fragments clustered into clade 1 and 
clade 2.3.4, however, the NA gen have diverged into 
clade 1, clade 2.3.2 and clade 2.3.4 that referred to 
poultry isolates in Vietnam and China at same period. 

Keywords: Highly pathogenic avian influenza 
(HPAI) A/H5N1 virus, clade, HA gene, NA gene 

§ÆT VÊN §Ò 
Virót cóm gia cÇm ®éc lùc cao H5N1 (HPAI/H5N1) 

®­îc biÕt ®Õn nh­ mét t¸c nh©n míi g©y viªm ®­êng 
h« hÊp cÊp nÆng cã tû lÖ tö vong cao. Tr­êng hîp 
nhiÔm cóm A/H5N1 ®Çu tiªn ®­îc ghi nhËn t¹i Hång 
Kong n¨m 1997 vµ xuÊt hiÖn t¹i ViÖt Nam vµo cuèi 
n¨m 2003 cïng víi dÞch bïng ph¸t trªn ®µn gia cÇm 
ghi nhËn t¹i 59/63 tØnh/thµnh trong c¶ n­íc. §Õn nay, 
virót cóm gia cÇm A/H5N1 ®· th­êng xuyªn xuÊt hiÖn 
trªn ®µn gia cÇm vµ tiÕp tôc g©y bÖnh cho ng­êi. T¹i 
ViÖt Nam, 119 ng­êi ®· ®­îc x¸c ®Þnh nhiÔm virót cóm 
A/H5N1 vµ 59 ng­êi tö vong [3]. 

Virót cóm A víi ®Æc tÝnh tiÕn hãa nhanh do sù thay 
®æi vËt liÖu di truyÒn trong qu¸ tr×nh nh©n lªn ®· ¶nh 
h­ëng nhiÒu ®Õn chiÕn l­îc s¶n xuÊt vaccine toµn cÇu, 
virót cóm gia cÇm A/H5N1 còng mang ®Æc ®iÓm nµy. 
T×m hiÓu sù thay ®æi vÒ ph©n tö trong c¸c vËt liÖu di 
truyÒn cña virót cóm A/H5N1 ph©n lËp trªn ng­êi t¹i 
miÒn B¾c ViÖt Nam trong giai ®o¹n 2003-2008 nh»m 
®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng tiÕn hãa cña virót liªn quan ®Õn 
thay ®æi vÒ ®Æc ®iÓm kh¸ng nguyªn vµ so s¸nh víi c¸c 
virót cóm A/H5N1 l­u hµnh trªn gia cÇm trong cïng 
thêi gian lµ môc ®Ých nghiªn cøu cña chóng t«i. 

VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 
VËt liÖu  
Hai m­¬i ba (23) chñng virót cóm A/H5N1 ph©n lËp 

tõ bÖnh phÈm ®­êng h« hÊp (dÞch häng, dÞch phÕ 
qu¶n, dÞch tþ hÇu) cña c¸c bÖnh nh©n nhiÔm virót cóm 
A/H5N1 t¹i miÒn B¾c ViÖt Nam trong giai ®o¹n 2003-
2008 (b¶ng 1). 

Toµn bé qu¸ tr×nh ph©n lËp virót cóm A/H5N1 ®­îc 
thùc hiÖn t¹i phßng thÝ nghiÖm (PTN) an toµn sinh häc 
cÊp ®é 3 (BSL-3) t¹i ViÖn VÖ sinh DÞch tÔ Trung ­¬ng 
theo th­êng quy cña Tæ chøc Y tÕ thÕ giíi [4] 
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Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu 
VËt liÖu di truyÒn cña virót (ARN) ®­îc t¸ch chiÕt tõ 

n­íc næi nu«i cÊy tÕ bµo (Tissue Culture Fluid- TCF) 
b»ng bé sinh phÈm t¸ch chiÕt ARN -QIAamp, Qiagen- 
Mü. Quy tr×nh t¸ch chiÕt thùc hiÖn theo th­êng quy cña 
bé sinh phÈm. 

- Sö dông primer U12 (5’-AGCAAAAGCAGG-3’) ®Ó 
tæng hîp cADN tõ ARN theo quy tr×nh cña bé sinh phÈm 
SuperScriptTM III reverse transcriptase (Invitrogen).  

- S¶n phÈm cADN thu ®­îc sÏ ®­îc sö dông ®Ó 
khuÕch ®¹i toµn bé 8 ph©n ®o¹n gen cña virót cóm 
A/H5N1 (HA; NA; NP; NS1; M; PB1; PB2 vµ PA) b»ng 
ph­¬ng ph¸p PCR chuÈn khi sö dông bé sinh phÈm 
ProofStart DNA Polymersase (Qiagen- Mü) víi DNA 
polymerase vµ c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu cho mçi ph©n 
®o¹n gen cña virót cóm A/H5N1. 

- S¶n phÈm PCR ®­îc tinh khiÕt b»ng bé sinh 
phÈm MinElute PCR Purification (Qiagen- Mü). Hçn 
hîp sequencing bao gåm BigDye@ 3.1. S¶n phÈm 
PCR cïng víi c¸c cÆp måi thÝch hîp. Ph¶n øng 
Sequencing thùc hiÖn trªn m¸y gi¶i tr×nh tù ABI 3100 
(ABI, Foster City, Mü) vµ ®­îc kiÓm tra trªn c¶ hai ®Çu 
3’vµ 5’. Tr×nh tù chuçi nucleotide ®­îc s¾p xÕp vµ thu 
thËp b»ng phÇn mÒm SeqSpace 2.1 (ABI- Mü). 

- C©y gia hÖ ®­îc x©y dùng trªn c¸c th«ng sè ®· 
biÕt ®­îc xö lý b»ng phÇn mÒm ClustalW vµ dùng c©y 
b»ng ph­¬ng ph¸p Neighbor-Joining (NJ), ®é tiÕn hãa 
®­îc ­íc tÝnh to¸n theo chØ sè nh©n lªn cña bootstrap 
(100 neighbor-joining bootstrap). 

KÕT QU¶ NGHI£N CøU 
Toµn bé 8 ph©n ®o¹n gen cña 23 chñng virót cóm 

A/H5N1 ph©n lËp t¹i miÒn B¾c ViÖt Nam, 2003-2008 
®· ®­îc ph©n tÝch sù tiÕn hãa vÒ mÆt di truyÒn. C¸c 
chñng virót cóm A/H5N1 ViÖt Nam còng ®­îc so s¸nh 
víi c¸c chñng virót A/H5N1 ®¹i diÖn l­u hµnh trªn thÕ 
giíi trong cïng thêi gian. C©y gia hÖ cña c¸c ph©n 
®o¹n gen ®Òu lÊy gèc lµ chñng virót cóm 
A/Goose/Guangdong/1/96 (H5N1). Chñng virót cóm 
A/H5N1 nµy ph©n lËp trªn ngçng t¹i MiÒn Nam Trung 
Quèc ®­îc cho lµ tæ tiªn cña virót cóm A/H5N1 ®ang 
l­u hµnh hiÖn nay [2].  

B¶ng 1: C¸c chñng virut cóm A/H5N1 ph©n lËp t¹i 
miÒn B¾c ViÖt Nam 2003-2008. 

Tªn chñng virut 
Ngµy 

thu thËp 
 mÉu 

§Þa chØ T×nh tr¹ng 
bÖnh nh©n 

Lo¹i 
bÖnh 
phÈm 

A/Vietnam/UT3028/2003 12/2003 Ha Nam Tö vong DPQa 
A/Vietnam/UT3028II/2003 12/2003 Ha Nam Tö vong DPQ 
A/Vietnam/UT3030/2003 12/2003 Nam §Þnh Tö vong DPQ 
A/Vietnam/UT3035/2003 12/2003 Bac Giang Håi phôc DHb 
A/Vietnam/UT3040/2004 1/2004 Bac Ninh Tö vong DTHc 
A/Vietnam/UT3040II/2004 1/2004 Bac Ninh Tö vong DPQ 
A/Vietnam/UT3047III/2004 1/2004 Bac Binh Tö vong DTH 
A/Vietnam/UT3062/2004 1/2004 Bac Giang Tö vong DTH 
A/Vietnam/UT30259/2004 7/2004 Ha Tay Tö vong DPQ 
A/Vietnam/30262III/2004 8/2004 Ha Tay Tö vong DPQ 

A/Vietnam/UT30408III/2005 2/2005 Thai binh Håi phôc DTH 
A/Vietnam/UT30850/2005 10/2005 Ha Noi Tö vong DPQ 

A/Vietnam/UT31203A/2007 5/2007 Vinh Phuc Håi phôc DTH 
A/Vietnam/UT31239/2007 6/2007 Thanh Hoa Håi phôc DH 
A/Vietnam/UT31244II/2007 6/2007 Ha Nam Tö vong DTH 
A/Vietnam/UT31244III/2007 6/2007 Ha Nam Tö vong DTH 
A/Vietnam/UT31312II/2007 6/2007 Ha Tay Tö vong DPQ 

A/Vietnam/31388/2007 12/2007 Son La Tö vong DPQ 
A/Vietnam/UT31394II/2008 1/2008 Tuyen Quang Tö vong DPQ 
A/Vietnam/UT31412II/2008 2/2008 Hai Duong Tö vong DPQ 
A/Vietnam/UT31413II/2008 3/2008 Ninh Binh Tö vong DPQ 

A/Vietnam/31432/2008 4/ 2008 Phu Tho Tö vong DTH 
a: DÞch phÕ qu¶n; b: DÞch hang; c: DÞch tþ hÇu 
Sù tiÕn hãa vÒ di truyÒn cña virót cóm A/H5N1 

®­îc ghi nhËn th«ng qua c¸c kiÓu h×nh kh¸ng nguyªn 
(clade) ®­îc h×nh thµnh. T¹i gen HA cã 9 clade ®· 
®­îc h×nh thµnh vµ c¸c virót cóm A/H5N1 ph©n lËp 
trªn ng­êi t¹i ViÖt Nam tËp trung vµo clade 1 vµ 2.3.4 
(h×nh 1). Trªn c©y gia hÖ cña gen NA, sù kh¸c biÖt cña 
c¸c clade kh«ng râ rµng, tuy nhiªn cã hai clade chÝnh 
lµ clade 1 vµ clade 2 còng ®­îc ghi nhËn trong ®ã c¸c 
virót cóm A/H5N1 cña nghiªn cøu ®­îc nhãm vµo 
clade 1, clade 2.3.2 vµ clade 2.3.4 (h×nh 1). 

T­¬ng tù nh­ vËy, c¸c gen cßn l¹i M, NS, PB1, 
PB2., PA vµ NP, c¸c virót cóm A/H5N1 trong nghiªn 
cøu còng tËp trung nhãm t¹i clade 1 vµ clade 2.3.4 
(h×nh 2,3,4). 
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H×nh 1. C©y gia hÖ gen HA vµ NA cña virót cóm A/H5N1 l­u hµnh t¹i miÒn B¾c ViÖt Nam, 2003-2008 
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Clade 2.3.4

Clade 1
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Aquatic W G

Early
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G1
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B C G W Z Z+ (clade 1)

Aquatic

Early

G1

Ck/ Bei

X-series

  A/t urkey/England/N28/73 H5N2

0.01  
Gen PB2 Gen PA        

H×nh 2. C©y gia hÖ gen PB2 vµ PA cña virót cóm A/H5N1 l­u hµnh t¹i miÒn B¾c ViÖt Nam, 2003-2008 
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Gen PB1 Gen NP 
H×nh 3. C©y gia hÖ gen PB1 vµ NP cña virót cóm A/H5N1 l­u hµnh t¹i miÒn B¾c ViÖt Nam, 2003-2008  

Clade 2.3.4
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Gen M Gen NS 
H×nh 4. C©y gia hÖ gen M vµ NS cña virót cóm A/H5N1 l­u hµnh t¹i miÒn B¾c ViÖt Nam, 2003-2008 
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BµN LUËN 
Sù tiÕn hãa vÒ di truyÒn häc cña virót cóm A lµ mét 

trong nh÷ng ®Æc tÝnh quan träng cña virót trong qu  ̧
tr×nh duy tr× sù tån t¹i cña m×nh trªn c¸c vËt chñ. §Æc 
tÝnh nµy ®· lµm thay ®æi ®Æc tÝnh kh¸ng nguyªn gióp 
cho virót cóm A trèn khái c¸c miÔn dÞch b¶o vÖ ®· biÕt 
vµ t¹o ra c¸c vô dÞch hoÆc ®¹i dÞch míi ¶nh h­ëng lín 
tíi søc kháe céng ®ång. C¸c vô dÞch hoÆc ®¹i dÞch ®· 
®­îc ghi nhËn trong suèt thÕ kû 20 nh­ ®¹i dÞch cóm 
T©y Ban Nha 1918, ®¹i dÞch cóm Hång K«ng n¨m 
1968… vµ gÇn ®©y nhÊt lµ ®¹i dÞch cóm A/H1N1/2009. 
Virót cóm gia cÇm A/H5N1 ®· v­ît qua hµng rµo loµi 
g©y bÖnh cho mét sè ®éng vËt cã vó kh¸c nh­ ngùa, 
hæ vµ ng­êi… C¸c ®ét biÕn vÒ di truyÒn lµ nguyªn 
nh©n chÝnh gióp virót cóm gia cÇm A/H5N1 cã thÓ v­ît 
qua hµng rµo loµi vµ cã thÓ lµ tiÒm tµng cña c¸c vô 
dÞch/ ®¹i dÞch cóm cho ng­êi trong t­¬ng lai. Nghiªn 
cøu t×m hiÓu sù tiÕn hãa th«ng qua viÖc ph©n tÝch ®Æc 
®iÓm vËt liÖu di truyÒn cña virót cóm A/H5N1 ph©n lËp 
trªn ng­êi t¹i miÒn B¾c ViÖt Nam trong nh÷ng n¨m 
2003-2008 sÏ phÇn nµo gióp t×m hiÓu kh¶ n¨ng tiÕn 
hãa cña virót vµ hiÖu qu¶ cña vaccine (nÕu cã) ®Ó gãp 
phÇn phßng bÖnh cã hiÖu qu¶. 

§Æc ®iÓm di truyÒn häc trong kÕt qu¶ cña chóng t«i 
®· cho thÊy: clade 1 vµ clade 2.3.4 t­¬ng øng víi ®Æc 
tÝnh kh¸ng nguyªn lµ c¸c kiÓu gen (genotype) chÝnh 
l­u hµnh trªn c¸c virót cóm A/H5N1 g©y bÖnh cho 
ng­êi t¹i miÒn B¾c còng nh­ toµn l·nh thæ ViÖt Nam. 
Nghiªn cøu cña Wan vµ cs [5] trªn toµn bé c¸c virót 
cóm gia cÇm A/H5N1 l­u hµnh t¹i ViÖt Nam trong giai 
®o¹n 2001-2007 cho thÊy cã 9 lo¹i kiÓu gen (tõ 
genotype 1 – VN1 ®Õn genotype 9 – VN9) t­¬ng 
®­¬ng víi 6 kiÓu h×nh kh¸ng nguyªn (clade 0, clade 1, 
clade 2.3.2, clade 2.3.4, clade 3, vµ clade 5) nh­ng chØ 
cã clade 1 vµ clade 2.3.4 ®­îc ghi nhËn g©y bÖnh cho 
ng­êi t¹i ViÖt Nam. 

Nghiªn cøu cña chóng t«i cho thÊy trong hÇu hÕt 
c¸c ph©n ®o¹n gen cña virót cóm A/H5N1 ®Òu nhãm 
vµo 2 nhãm chÝnh lµ clade 1 vµ clade 2.3.4. Tuy nhiªn 
t¹i gen NA c¸c virót cóm A/H5N1 trong nghiªn cøu l¹i 
nhãm vµo 3 ph©n nhãm chÝnh lµ clade 1, clade 2.3.2 
vµ clade 2.3.4. KiÓu h×nh 2.3.2 cïa virót cóm A/H5N1 
trong nghiªn cøu nµy ®­îc ghi nhËn t¹i c¸c virót ph©n 
lËp trªn gia cÇm t¹i ViÖt Nam vµ Trung Quèc trong 
cïng thêi gian, kÕt qu¶ trªn cho phÐp nghÜ ®Õn sù ®ét 

biÕn, trao ®æi vµ tÝch hîp gi÷a virót cóm gia cÇm 
A/H5N1 g©y bÖnh cho ng­êi vµ gia cÇm vÉn ®ang tiÕp 
tôc, kh¶ n¨ng tiÒm tµng xuÊt hiÖn mét kiÓu h×nh kh¸ng 
nguyªn míi lµ cã thÓ [1]. V× vËy, viÖc theo dâi, kiÓm 
so¸t sù tiÕn hãa cña virót cóm gia cÇm A/H5N1 lµ mét 
c«ng viÖc cÇn thiÕt trong ho¹t ®éng phßng chèng cóm 
gia cÇm t¹i ViÖt Nam.  

KÕT LUËN 
- 7 ph©n ®o¹n gen (HA, NP, M, NS, PB1, PB2 vµ 

PA) cña virót cóm A/H5N1 ®Òu thuéc 2 kiÓu h×nh 
kh¸ng nguyªn lµ clade 1 vµ clade 2.3.4.  

- Ph©n ®o¹n gen NA virót cóm A/H5N1 biÓu hiÖn 
trªn 3 kiÓu h×nh kh¸ng nguyªn lµ clade 1, clade 2.3.2 
vµ clade 2.3.4 t­¬ng tù víi virót cóm gia cÇm A/H5N1 
l­u hµnh trªn gia cÇm t¹i ViÖt Nam vµ Trung Quèc 
trong cïng thêi gian. 
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NGHI£N CøU §ÆC §IÓM VI KHUÈN HäC ë §êm vµ dÞch röa PhÕ qu¶n  

qua néi soi PhÕ qu¶n èng mÒm ë bÖnh nh©n gi·n phÕ qu¶n 
 

lý tuÊn hång - BÖnh viÖn 354 
®Æt vÊn ®Ò 
N­íc ta lµ mét n­íc n«ng nghiÖp, khÝ hËu nhiÖt ®íi 

giã mïa, ®ang trong giai ®o¹n ph ţ triÓn, tû lÖ trÎ suy 
dinh d­ìng cßn cao. VÊn ®Ò bôi, khÝ th¶i c«ng nghiÖp, 
chÊt th¶i cña bÖnh nh©n (Bn) vµ ng­êi lµnh mang mÇm 
bÖnh, chÊt th¶i bÖnh viÖn, còng nh­ ý thøc phßng bÖnh 
cña ®¹i bé phËn ng­êi d©n cßn h¹n chÕ nÕu kh«ng 

muèn nãi lµ cßn kÐm. Do ®ã nhiÔm khuÈn h« hÊp, 
bÖnh lao phæi, gi¶m kh«ng ®¸ng kÓ, hËu qu¶ lµ gi¶n 
phÕ qu¶n (GPQ) kh«ng gi¶m [1],.  

C¸c n­íc kÐm ph¸t triÓn trong ®ã cã vïng T©y – 
Nam Th¸i B×nh D­¬ng vµ §«ng Nam ¸, GPQ cßn lµ 
nguyªn nh©n nhËp viÖn, tµn phÕ vµ tö vong kh«ng 


