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TÓM TẮT
Hàng năm trên thế giới cũng như ở Việt Nam, dịch cúm gây ra bởi virus cúm (Influenza virus) vẫn diễn ra thường xuyên và liên tục với tỉ lệ tử vong cao. Các chủng virus cúm xuất hiện rải rác quanh năm và xuất hiện nhiều theo mùa. Từ năm 2009 đến nay, virus cúm mùa lưu hành được phát hiện chủ yếu gồm virus cúm A(H1N1pdm09), A(H3N2) và virus cúm tuýp B. Bên cạnh đó, các chủng virus cúm đề kháng lại các thuốc kháng virus (như Oseltamivir, Zanamivir, v.v…) gây ra những trở ngại trong điều trị cũng được phát hiện. Nghiên cứu này được thực hiện nhằm xác định chủng virus cúm mùa đang lưu hành ở khu vực miền nam Việt Nam giai đoạn 01/2020 – 06/2021; đồng thời xác định tỉ lệ kháng thuốc đối với thuốc Oseltamivir và Zanamivir. Trong giai đoạn này, 1154 mẫu đã được thu thập. Kết quả giám sát xác định tỉ lệ dương tính với cúm A(H3N2), A(H1pdm09) và vi rút cúm B lần lượt là 78,8%, 14,42%, 6,73%; mùa cúm có thể được ghi nhận vào các thời điểm giao mùa (tháng 1 đến đầu tháng 3 hoặc tháng 9 đến đầu tháng 11). Thống kê cho thấy không có sự khác biệt về tỷ lệ mắc cúm mùa ở các nhóm tuổi (p = 0,219 > 0,05) cũng như ở nhóm nam và nữ (p = 0,239 > 0,05). Tỷ lệ phân lập thành công trung bình trong năm 2020 là 25,9% và 100% các chủng cúm mùa đều nhạy với Oseltamivir và Zanamivir.
Từ khóa: Virus cúm mùa; Kháng thuốc; Oseltamivir; Zanamivir.

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Virus cúm thuộc họ Orthomyxoviridae. Bộ gen của virus cúm là RNA mạch đơn âm và được chia thành 3 tuýp A, B, C (Horwood et al. 2019). Trong đó, virus cúm tuýp A được chia thành nhiều thứ tuýp dựa trên hai protein bề mặt là Hemaglutinin (HA) và Neuraminidase (NA); hiện có 18 HA (H1 - H18) và 11 NA (N1 – N11) (Hutchinson 2018). Hằng năm, có khoảng 3 đến 5 triệu ca bệnh nặng và 290 000 đến 650 000 ca tử vong do cúm (Iuliano et al. 2018). Trong đó virus cúm A được quan tâm nghiên cứu nhiều hơn bởi khả năng gây đột biến kháng nguyên hay tái sắp xếp bộ gen của virus có nguồn gốc từ lợn và gia cầm với virus có nguồn gốc từ người tạo nên các chủng virus cúm mới là nguyên nhân gây nên các đại dịch cúm toàn cầu (Boni 2008, Doud et al. 2017).
Từ năm 2009 đến nay, virus cúm mùa lưu hành được phát hiện chủ yếu gồm virus cúm A(H1N1pdm09), A(H3N2) và virus cúm tuýp B (Forrest và Webster 2010). Các biện pháp phòng ngừa và điều trị bệnh cúm hữu hiệu hiện nay gồm tiêm phòng vaccine cúm mùa và dùng thuốc kháng virus (Oseltamivir, Zanamivir, v.v…). Hiện nay, tiêm phòng vaccine trở nên kém hiệu quả do các chủng virus cúm mùa lưu hành thường thay đổi đặc tính kháng nguyên, dẫn đến đáp ứng miễn dịch của cơ thể vật chủ giảm theo thời gian, tùy theo đặc điểm của mỗi người (sức khỏe, độ tuổi) khác nhau sẽ có đáp ứng miễn dịch khác nhau gây ra những khó khăn nhất định trong việc phòng bệnh (Kemmerly 2000). Trên thế giới và tại Việt Nam đã và đang xuất hiện hiện tượng các chủng virus cúm đề kháng lại các thuốc kháng virus (McKimm-Breschkin 2013). Do đó, nghiên cứu sự lưu hành của các chủng virus cúm dựa trên đặc điểm kiểu hình là cơ sở dữ liệu quan trọng cho việc sản xuất vaccine trong những năm tới và xác định được tỉ lệ kháng thuốc của virus cúm mùa sẽ hỗ trợ rất nhiều trong công tác điều trị cũng như trong phòng chống dịch bệnh. 
Chúng tôi đã thu thập và tiến hành phân tích các chủng cúm trong giai đoạn 01/2020 – 06/2021 với mục tiêu phân tích sự lưu hành và đặc điểm kháng thuốc của virus cúm mùa tại miền Nam Việt Nam. 
II. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Mẫu ngoáy họng-mũi được thu thập từ bệnh nhân có hội chứng nghi nhiễm cúm tại hai tỉnh Đồng Nai và Tiền Giang và các mẫu ngoáy họng-mũi của bệnh nhân viêm phổi nặng của các tỉnh thuộc khu vực phía nam Việt Nam từ tháng 01/2020 đến 06/2021 được sử dụng để xác định sự lưu hành của virus cúm mùa.
Các mẫu cúm được phân lập và định danh tại phòng Virus Hô hấp – Viện Pasteur thành phố Hồ Chí Minh được sử dụng để xác định đặc điểm kháng thuốc của virus cúm mùa.
2.2. Địa điểm lấy mẫu và thời gian nghiên cứu
Thu thập mẫu từ các điạ điểm thuộc hệ thống giám sát Cúm, bao gồm: Giám sát hội chứng cúm: từ bệnh viện Đa khoa huyện Xuân Lộc, tỉnh Đồng Nai và bệnh viện Đa khoa huyện Cái Bè, tỉnh Tiền Giang; Giám sát viêm phổi nặng: Ở tất cả các bệnh viện ở khu vực miền Nam. 
Thời gian nghiên cứu: từ tháng 1 năm 2020 – tháng 06 năm 2021.
2.3. Thiết kế nghiên cứu: Nghiên cứu mô tả theo dõi loạt ca bệnh.
2.4. Cỡ mẫu nghiên cứu
Năm 2020: 955 mẫu
Năm 2021: 199 mẫu 
2.5. Phương pháp chọn mẫu
Việc giám sát hội chứng cúm được thực hiện theo quyết định số 4608/QĐ-BYT, với số lượng mẫu được thu thập là 10 mẫu/điểm giám sát/tuần, được tiến hành trong 52 tuần của năm. Như vậy có 520 mẫu/điểm giám sát/năm (BYT . 2017).
Việc giám sát viêm phổi nặng được thực hiện bằng cách thu thập tất cả các trường hợp thỏa mãn theo định nghĩa ca bệnh, thực hiện theo quyết định số 5372/QĐ-BYT (BYT . 2020).
Tất cả các mẫu bệnh phẩm được chuyển về Viện Pasteur TP.HCM để tiến hành các kỹ thuật xét nghiệm cũng như thực hiện các phân tích về đặc điểm lưu hành và đặc điểm kháng thuốc của virus cúm mùa.
2.6. Phương pháp thu thập thông tin
Phương pháp tách chiết nucleic acid 
Bộ gen virus được tách chiết từ 200 µl môi trường vận chuyển chứa bệnh phẩm. Quy trình tách chiết được thực hiện theo hướng dẫn sử dụng bộ kít tách chiết QIAamp RNA Mini Kit (QIAGEN).

Phương pháp Real-time RT-PCR
Tất cả các mẫu bệnh phẩm gốc được xét nghiệm để xác định tuýp A hoặc B bằng kỹ thuật real-time RT-PCR với bộ mồi và đầu dò là CDC Influenza Virus Real-Time RT-PCR A/B Typing Panel kit được cung cấp bởi US-CDC (Atlanta, USA). Sinh phẩm thực hiện phản ứng được chuẩn bị bằng cách phối trộn các thành phần của bộ sinh phẩm AgPath-IDTM One Step RT-PCR theo hướng dẫn của US-CDC. Mẫu được khuếch đại và được phân tích trên hệ thống 7500 Fast realtime PCR system (ABI) hoặc LightCycler480 II (Roche).
Các mẫu dương tính với cúm A thì tiếp tục được xác định phân tuýp (A/H1pdm09 hoặc A/H3) với kỹ thuật và hệ thống máy như mô tả ở trên. Bộ mồi và đầu dò được sử dụng để xác định phân tuýp là CDC Influenza Virus Real-time RT-PCR Subtyping Influenza A(H3/H1pdm09) Panel kit (Atlanta, USA).

Phân lập virus, xác định hiệu giá virus, kiểu hình của virus cúm
Các mẫu bệnh phẩm sau khi được xác định dương tính với virus cúm bằng kỹ thuật real-time RT-PCR thì được nhân lên trên dòng tế bào thường trực MDCK/MDCK-SIAT có bổ sung trypsin (TPCK) ngoại sinh. 200 µl mẫu bệnh phẩm được ủ vào tế bào lớp đơn đã được nhân lên trên các chai 25 cm2, ở 370C và bổ sung thêm 5ml môi trường DMEM 2% FBS (bổ sung trypsin-TPCK đạt nồng độ cuối 4µg/ml). Sau 5 ngày, quan sát sự hủy hoại tế bào và thực hiện kỹ thuật HA (phản ứng ngưng kết hồng cầu) giúp xác định hiệu giá virus của mẫu nuôi cấy. Dựa trên cơ chế kết hợp giữa kháng thể và kháng nguyên, phản ứng ngăn ngưng kết hồng cầu HI nhằm xác định kiểu hình của virus cúm mùa.
Xác định đặc điểm kháng thuốc (Fisher 2019)
NA-Fluor Subtrate chứa phân tử 2’-(4- Methylumbelliferyl)-α-D-N-Acetylneuraminic acid (4-MUNANA) không phát quang khi tác dụng với enzyme Neuraminidase tạo ra tạo sản phẩm α-D-N-acetylneuraminic acid (4-MU), sản phẩm này bị kích thích ở bước sóng 355 nm, phát quang ở bước sóng 460nm.  Hàm lượng phát quang tương ứng với hoạt tính enzyme của virus. 
Virus được pha loãng và được trộn với 2 loại thuốc Oseltamivir, Zanamivir ở các nồng độ khác nhau, ủ 45 phút ở 37℃. Tiếp theo là cho dung dịch cơ chất 2X NA-Fluor Subtrate vào các giếng trên ủ 1 giờ ở 37℃. Bổ sung dung dịch dừng phản ứng NA Flour Stop, sau đó đọc kết quả ở bước sóng 355/460 nm. Tính giá trị IC50 bằng phần mềm JASPRv1.2
2.7. Xử lý và phân tích số liệu
Tất cả thông tin được xử lý và phân tích bằng phần mềm Excel.
2.8. Đạo đức nghiên cứu
Chỉ những trường hợp thỏa định nghĩa ca bệnh mới được lựa chọn vào chương trình giám sát. Tất cả các thông tin của bệnh nhân đều được bảo mật, các mẫu bệnh phẩm được mã hóa thành mã phòng thí nghiệm
III. KẾT QUẢ VÀ BIỆN LUẬN
3.1. [bookmark: _Toc114128113]Tỷ lệ dương tính với virus cúm mùa theo từng phân tuýp năm 2020 – 2021
Ứng dụng kỹ thuật Real-time RT – PCR chẩn đoán sàng lọc tỷ lệ mắc virus cúm mùa của tổng 1154 mẫu ngoáy họng. Trong đó các mẫu có hội chứng cúm thu được tại hai điểm giám sát là tỉnh Tiền Giang và tỉnh Đồng Nai và các mẫu viêm phổi nặng trong giai đoạn tháng 1 năm 2020 đến tháng 12 năm 2020 là 955 mẫu. Các mẫu có hội chứng cúm trong giai đoạn tháng 1 năm 2020 đến tháng 6 năm 2021 là 259 mẫu (Hình 1). Độ tuổi của bệnh nhân dao động từ 4 tháng tuổi đến 82 tuổi (với độ tuổi trung bình là 30,2 tuổi), trong đó nam giới chiếm tỷ lệ 51,1% và nữ giới là 48,9%. Kết quả thí nghiệm có 104 mẫu (trong tổng số 1154 mẫu ngoáy họng) được xác định dương tính với virus cúm A (H1N1pdm09 và H3N2), B chiếm tỷ lệ 9,01% chủ yếu tập trung vào năm 2020 (Hình 2). Trong năm 2021 có 199 mẫu hội chứng cúm, toàn bộ các mẫu này âm tính với virus cúm mùa.
Hình 1. Tổng số mẫu cúm mùa nhận năm 2020 và 20221 (N = 1154).












	












	


Hình 2. Tỷ lệ dương tính của virus cúm mùa năm 2020 và 20221








Trong số 104 mẫu được xác định dương tính với cúm mùa trong năm 2020, tỷ lệ dương tính với virus cúm A(H3N2) được xác định lần lượt là 82 mẫu (chiếm tỷ lệ 7,1%) cao hơn so với phân tuýp A(H1N1pdm09) có 15 mẫu (chiếm tỷ lệ 1,3%), tỷ lệ dương tính với virus cúm B là 7 mẫu (chiếm tỷ lệ 0,6%) (Hình 3)
[bookmark: _Toc115024359]Hình 3. Tỉ lệ các subtype dương tính với virus cúm mùa
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Nước ta có khí hậu nhiệt đới gió mùa nóng ẩm, mưa nhiều ở Việt Nam nói chung và hai tỉnh Đồng Nai và Tiền Giang nói riêng là điều kiện thuận lợi cho virus cúm lưu hành và phát triển. Ở Việt Nam tỷ lệ các ca mắc cúm diễn ra thường xuyên và quanh năm kéo dài xuyên suốt từ tháng 1 đến tháng 12 và đạt đỉnh điểm vào các thời điểm giao mùa (tháng 1 đến đầu tháng 3 hoặc tháng 9 đến đầu tháng 11). Kết quả giám sát sự phân bố cúm mùa theo tháng giai đoạn 2020 (Hình 3) cho thấy từ tháng 1 – 4 có sự xuất hiện của các ca cúm mùa. Vào tháng 1 phân tuýp A(H1N1pdm09) chiếm 61,5% (8/13 ca), cúm B chiếm 23% (3/13 ca), và phân tuýp A(H3N2) chiếm 15,3% (2/13 ca). Tháng 2 cũng xuất hiện 3 phân tuýp trên. Tuy nhiên đến tháng 3 không có sự xuất hiện cúm A(H3N2) nữa. Vào tháng 4 chỉ có một ca A(H1N1pdm09). Từ tháng 5 – tháng 8, chúng tôi nhận thấy không có sự xuất hiện của cúm mùa. Nhìn vào biểu đồ cho thấy, từ tháng 9 – tháng 12 có sự xuất hiện của cúm A(H3N2). Số lượng dương tính với cúm A(H3N2) đạt đỉnh vào tháng 10 (44 ca) và tháng 11 (30 ca) (Hình 4)

Hình 4. Số ca mắc của virus cúm mùa theo tháng năm 2020










3.2. [bookmark: _Toc114128114]Kết quả phân tích phân loại cúm theo nhóm tuổi và giới tính
Theo nhóm tuổiBảng 1. Kết quả tỷ lệ dương tính với virus cúm mùa theo từng phân tuýp ở các nhóm tuổi khác nhau




	Nhóm tuổi bệnh nhân
	Số (%) dương tính với virus cúm mùa

	
	A(H3N2)
	A(H1N1pdm09)
	B
	Toàn bộ virus cúm mùa
	Chitest  
p = 0,219

	0 – 14
	31 (37,8%)
	6 (40%)
	2 (28,6%)
	39 (37,5%)
	

	15 – 29
	17 (20,7%)
	1 (6,6%)
	1 (14,2%)
	19 (18,2%)
	

	30 – 64
	26 (31,7%)
	6 (40%)
	1 (14,2%)
	33 (31,7%)
	

	≥ 65
	8 (9,7%)
	2 (13,3%)
	3 (42,8%)
	13 (12,5%)
	

	Tổng
	82 (100%)
	15 (100%)
	7 (100%)
	104 (100%)
	



Theo kết quả thống kê trong Bảng 4.1, nhóm 0 – 14 tuổi có tỷ lệ mắc cao nhất (37,5%), tiếp đến lần lượt là nhóm 30 – 64 tuổi (31,7%) và nhóm 15 – 29 tuổi (18,2%), nhóm tuổi có tỷ lệ mắc cúm mùa thấp nhất là ≥ 65 tuổi (12,5%). Xét tỷ lệ mắc cúm mùa theo từng phân tuýp của các nhóm tuổi vẫn có sự khác biệt về tỷ lệ mắc cúm A(H1N1pdm09), A(H3N2)N2, B ở các nhóm tuổi. 
Trong phân tuýp H3N2, nhóm tuổi 0 – 14 tuổi có tỷ lệ mắc cúm cao nhất (37,8%), kế đến là nhóm 30 – 64 tuổi (31,7%), thâp nhất vẫn là nhóm ≥ 65 tuổi. Trong phân tuýp A(H1N1pdm09) tuổi 0 – 14 và nhóm 30 – 64 tuổi có tỷ lệ mắc cúm cao nhất (40%), thấp nhất vẫn là nhóm 15 – 29 tuổi. Còn đối với virus cúm B, nhóm  ≥ 65 tuổi có tỷ lệ mắc cúm cao nhất (42,8%), thấp nhất vẫn là nhóm 15 – 29 tuổi và nhóm 30 – 64 tuổi (14,2%).
Thống kê cho thấy tất cả các nhóm tuổi đều có ca mắc virus cúm mùa, không có sự khác biệt về tỷ lệ mắc cúm mùa ở các nhóm tuổi (p = 0,219 > 0,05). 
Theo giới tính
[bookmark: _Toc114820670][bookmark: _Toc115024377]Bảng 2.  Kết quả tỷ lệ dương tính với virus cúm mùa theo giới tính



	Giới tính
	
	Số (%) dương tính với virus cúm mùa

	
	A(H3N2)
	A(H1N1pdm09)
	B
	Toàn bộ 
	Chitest p = 0,239 

	Nam 
	42 (51,2%)
	11(73,3%)
	3 (42,9%)
	56 (53,8%)
	

	Nữ
	40 (48,8%)
	4 (26,7%)
	4 (57,1%)
	48 (46,2%)
	



Trong 104 ca dương tính với virus cúm mùa, nam giới chiếm tỷ lệ 53,8% và nữ giới chiếm 46,2%, đối với phân tuýp A(H3N2) tỷ lệ mắc cúm ở nam giới (51,2%), nữ giới (48,8%), còn tỷ lệ mắc cúm A(H1N1pdm09) ở nam giới (73,3%) và nữ giới (26,7%), còn đối với cúm B ở nam giới (42,9%) và nữ giới (57,1%).
Phân tích thống kê ghi nhận các nhóm nam và nữ đều có ca mắc virus cúm mùa, không có sự khác biệt về tỷ lệ mắc cúm mùa ở các nhóm nam và nữ (p = 0,239 > 0,05).
[bookmark: _Toc114128115]

3.3. Kết quả phân lập virus cúm mùa
[bookmark: _Toc61261127][bookmark: _Hlk61240587][bookmark: _Toc114820671][bookmark: _Toc115024378]Bảng 3. Kết quả phân lập virus cúm mùa theo phân tuýp 2020 – 2021



	Virus
	Số mẫu dương tính
Real-time RT – PCR
	Phân lập dương tính

	
	
	Số mẫu
	Tỷ lệ

	A(H3N2)
	82
	18
	21,9%

	A(H1N1pdm09)
	15
	6
	40%

	B
	7
	3
	42,8%

	Tổng
	104
	27
	25,9%



Tỷ lệ phân lập thành công virus cúm mùa trung bình là 25,9%, trong đó, tỷ lệ phân lập thành công với phân tuýp A(H3N2), A(H1N1pdm09), B lần lượt là 21,9%, 40%, 42,8%.
3.4. Đặc điểm kháng nguyên của virus cúm mùa
Bảng 4. Kết quả định tuýp bằng phản ứng ngăn ngưng kết hồng cầu năm 2020


	Hiệu giá HAI
	Mẫu dương tính A(H1N1pdm09)
	Mẫu dương tính A(H3N2)
	Mẫu dương tính B (Vic. Lineage)
	Mẫu dương tính B (Yam. Lineage)

	2560
	
	
	
	

	1280
	1
	2
	
	

	640
	3
	12
	
	

	320
	2
	4
	
	

	160
	0
	0
	2
	1

	Tổng số mẫu
	6
	18
	3



Virus cúm phân lập trong giai đoạn 2020 đều có hiệu giá HAI tương tự các chủng chuẩn năm 2019 – 2020: A(H1N1pdm09) (A/Brisbane/02/2018), A(H3) (A/Kansas/14/2017), B (Vic. Lineage) (B/Colorado/06/2017), B (Yam. Lineage) (B/Phuket/3073/2013). Đối với virus cúm A(H1N1pdm09), virus có hiệu giá HAI giảm 1 lần so với chủng chuẩn (HAI = 1280) có (1/6 mẫu virus 16,67%), giảm 2 lần so với chủng chuẩn (HAI = 640) có (3/6 mẫu virus 50%), giảm 3 lần so với chủng chuẩn (HAI = 320) có (2/6 mẫu virus 33,3%).
Virus cúm A(H3N2) có hiệu giá HAI giảm 1 lần so với chủng chuẩn (HAI = 1280) có (2/18 mẫu virus 11,1%), giảm 2 lần so với chủng chuẩn (HAI = 640) có (12/18 mẫu virus 66,67%), giảm 3 lần so với chủng chuẩn (HAI = 320) có (4/18 mẫu virus 22,2%).
Virus cúm B có hiệu giá HAI giảm 1 lần so với chủng chuẩn (HAI = 160) có 3 mẫu virus 100%. 
Các mẫu virus cúm mùa phân lập trong giai đoạn năm 2020 đều có hiệu giá HAI tương tự các chủng chuẩn theo khuyến cáo của WHO, 2019 – 2020. Nhìn chung các mẫu virus có giảm hiệu giá từ 1 – 3 lần nhưng vẫn nằm trong khoảng cho phép: không vượt quá 4 lần. Hiệu giá HAI cho thấy chưa có dấu hiệu thay đổi kháng nguyên bề mặt ở virus cúm A (H1N1pdm09, H3N2) và B.
3.5. [bookmark: _Toc114128117]Xác định tính kháng thuốc của virus cúm mùa phân lập 2020
Xác định hoạt tính Neuraminidase của 18 chủng virus A(H3N2), 6 chủng virus cúm A(H1N1pdm09) và 3 chủng virus cúm B nhằm xác định độ pha loãng virus để phân tích kháng thuốc.
Kết quả cho thấy 18 chủng virus A(H3N2), 6 chủng virus cúm A(H1N1pdm09) và 3 chủng virus cúm B đều có hoạt tính Neuraminidase.
· Phân tích tính kháng thuốc của 18 chủng virus cúm A(H3N2)
Bảng 5. Giá trị IC50 cho hai loại thuốc Zanamivir, Oseltamivir của
18 chủng virus cúm A(H3N2) phân lập



	Stt
	Mã số mẫu 
	Giá trị IC50

	
	
	Zanamivir
(nM)
	Oseltamivir
( nM )

	1
	Mẫu 1
	0,68
	0,58

	2
	Mẫu 2
	0,66
	0,51

	3
	Mẫu 3
	0,9
	0,51

	4
	Mẫu 4
	0,95
	0,46

	5
	Mẫu 5
	0,72
	0,55

	6
	Mẫu 6
	0,96
	0,57

	7
	Mẫu 7
	1,2
	0,56

	8
	Mẫu 8
	0,78
	0,59

	9
	Mẫu 9
	1,34
	0,73

	10
	Mẫu 10
	1,3
	0,53

	11
	Mẫu 11
	0,5
	0,64

	12
	Mẫu 12
	0,1
	0,37

	13
	Mẫu 13
	1,2
	0,42

	14
	Mẫu 14
	1,38
	0,9

	15
	Mẫu 15
	1,08
	0,67

	16
	Mẫu 16
	0,75
	0,59

	17
	Mẫu 17
	0,39
	0,44

	18
	Mẫu 18
	0,34
	0,43

	19
	Chứng dương H3_S
	0,49
	0,38

	20
	Chứng dương H3_R
	0,67
	67,58



Kết quả phân tích 18 chủng virus cúm A(H3N2) phân lập (Bảng 5) cho thấy giá trị IC50 đối với thuốc Zanamivir dao động từ 0,10 nM  đến 1,38 nM, giá trị trung bình IC50 là 0,84 nM, chưa có số liệu trong nước so sánh tuy nhiên kết quả này nằm trong khoảng các giá trị tham khảo IC50 từ 0,5 nM – 3 nM (Bảng 2.3). Dựa vào Bảng 2.2 để kết luận tính kháng thuốc của 18 chủng virus cúm, theo đó các giá trị IC50 thu được từ 18 chủng virus cúm A(H3N2) đều nhỏ hơn 10 lần so với giá trị trung bình IC50 của các mẫu tiêu chuẩn. Như vậy có thể kết luận rằng với phép thử Neuraminidase inhibitor, thì  100% (18 chủng) virus cúm A(H3N2) đều nhạy với thuốc Zanamivir.
Giá trị IC50 đối với thuốc Oseltamivir dao động từ 0,37 nM đến 0,9 nM, giá trị trung bình IC50 của Oseltamivir là 0,56 nM, giá trị này nằm trong khoảng các giá trị tham khảo IC50 từ 0,1 nM – 5 nM ( Bảng 2.3). Dựa vào bảng 2.2 để kết luận tính kháng thuốc của 18 chủng virus cúm, theo đó các giá trị IC50  của 18 chủng virus cúm A(H3N2) đều nhỏ hơn 10 lần so với giá trị trung bình IC50 của các chủng tiêu chuẩn. Như vậy có thể kết luận rằng với phép thử Neuraminidase inhibitor, thì  100% (18 chủng) virus cúm A(H3N2) đều nhạy với thuốc Oseltamivir.


· Phân tích tính kháng thuốc của 6 chủng virus cúm A(H1N1pdm09)
[bookmark: _Toc114820678][bookmark: _Toc115024385]Bảng 6. Giá trị IC50 cho hai loại thuốc Oseltamivir, Zanamivir của 06 chủng virus cúm A(H1N1pdm09) phân lập




	Stt
	Mã số 
	Giá trị IC50

	
	
	Zanamivir
(nM)
	Oseltamivir
( nM )

	1
	Mẫu 19
	0,18
	0,17

	2
	Mẫu 20
	0,25
	0,19

	3
	Mẫu 21
	0,20
	0,34

	4
	Mẫu 22
	0,21
	0,62

	5
	Mẫu 23
	0,13
	0,2

	6
	Mẫu 24
	0,14
	0,16

	7
	Chứng dương H1pdm2009_S
	0,32
	0,88

	8
	Chứng dương H1pdm2009_R
	0,33
	181,7



Kết quả phân tích 06 chủng virus cúm A(H1N1pdm09) phân lập (Bảng 6) cho thấy giá trị IC50 của virus cúm A(H1N1pdm09) đối với thuốc Zanamivir dao động từ 0,13 nM đến 0,25 nM, giá trị trung bình IC50 của Zanamivir là 0,18 nM, giá trị này nằm trong khoảng các giá trị tham khảo IC50 từ 0,20 nM – 1,00 nM (Bảng 2.3). Dựa vào bảng 2.2 để kết luận tính kháng thuốc của 06 chủng virus cúm, theo đó các giá trị IC50 thu được từ 06 chủng virus cúm A(H1N1pdm09) đều nhỏ hơn 10 lần so với giá trị trung bình IC50 của các chủng tiêu chuẩn. Như vậy có thể kết luận rằng với phép thử Neuraminidase inhibitor, thì  100% (6 chủng) virus cúm A(H1N1pdm09) đều nhạy với thuốc Zanamivir.
Đối với thuốc Oseltamivir, giá trị IC50 dao động từ 0,17 nM đến 0,62 nM, giá trị trung bình IC50 của Oseltamivir là 0,28 nM, giá trị này nằm trong khoảng các giá trị tham khảo IC50 từ 0,20 nM – 10,00 nM ( Bảng 2.3 ). Dựa vào bảng 2.2 để kết luận tính kháng thuốc của 06 chủng virus cúm, theo đó các giá trị IC50  thu được từ 06 chủng virus cúm A(H1N1pdm09) đều nhỏ hơn 10 lần so với giá trị trung bình IC50 của các chủng tiêu chuẩn. Như vậy có thể kết luận rằng với phép thử Neuraminidase inhibitor, thì  100% (6 chủng) virus cúm A(H1N1pdm09) đều nhạy với thuốc Oseltamivir.
· Phân tích tính kháng thuốc của 3 chủng virus cúm B
[bookmark: _Toc114820679][bookmark: _Toc115024386]Bảng 7. Giá trị IC50 cho hai loại thuốc Zanamivir và Oseltamivir
của 03 chủng virus cúm B phân lập




	Stt
	Mã số 
	Giá trị IC50

	
	
	Zanamivir 
(nM)
	 Oseltamivir      
 ( nM )

	1
	Mẫu 25
	1,31
	11,2

	2
	Mẫu 26
	0,96
	8,72

	3
	Mẫu 27
	0,8
	11,81

	4
	Chứng dương B_S
	1,83
	18,7

	5
	Chứng dương B_R
	23,96
	178,9



Kết quả phân tích 03 chủng virus cúm B phân lập (Bảng 7) cho thấy giá trị IC50 của virus cúm B đối với thuốc Zanamivir dao động từ 0,8 nM đến 1,31 nM, giá trị trung bình IC50 là 1,02 nM, kết quả này nằm trong khoảng các giá trị tham khảo IC50 từ 0,5 nM – 12 nM (Bảng 2.3). Dựa vào bảng 2.2 để kết luận tính kháng thuốc của 03 chủng virus cúm, theo đó các giá trị IC50 thu được từ 03 chủng virus cúm B đều nhỏ hơn 5 lần so với giá trị trung bình IC50 của các chủng tiêu chuẩn. Như vậy có thể kết luận rằng với phép thử Neuraminidase inhibitor, thì  100% (03 chủng) virus cúm B đều nhạy với thuốc Zanamivir.
Giá trị IC50 đối với thuốc Oseltamivir dao động  từ 8,72 nM đến 11,81 nM, giá trị trung bình IC50 của Oseltamivir là 10,57 nM, giá trị này nằm trong khoảng các giá trị tham khảo IC50 từ 8 nM -128 nM ( Bảng 2.3 ). Dựa vào bảng 2.2 để kết luận tính kháng thuốc của 03 chủng virus cúm, theo đó các giá trị IC50  thu được từ 03 chủng virus cúm B đều nhỏ hơn 5 lần so với giá trị trung bình IC50 của các chủng tiêu chuẩn. Như vậy có thể kết luận rằng với phép thử Neuraminidase inhibitor, thì  100% (03 chủng) virus cúm B đều nhạy với thuốc Oseltamivir.
- 27 chủng virus phân lập được đều nhạy với hai loại thuốc Oseltamivir và Zanamivir thông qua thử nghiệm phản ứng kháng thuốc (Neuraminidase inhibitors). Kết quả này cho thấy các mẫu virus cúm mùa trong giai đoạn năm 2020 – 2021 chưa xảy ra các đột biến ở các vi trí H275Y, E119V v.v…Do đó các thuốc này vẫn được ưu tiên dùng cho các bệnh nhân nhiễm cúm.
Kết quả kháng thuốc năm 2019 – 2020 trên thế giới cho thấy tỉ lệ kháng thuốc và kháng thuốc nặng đối với chủng virus cúm A(H1N1pdm09) là 1,33%, chủng A(H3N2) là 0,02%, cúm B là 0,64% (Govorkova và et al. 2022). Tại khu vực phía Nam năm 2020 chưa phát hiện các chủng virus kháng thuốc nhưng cần phải giám sát thường xuyên và thực hiện phản ứng kháng thuốc cho tất cả các mẫu phân lập được.
IV. KẾT LUẬN
Qua thực hiện giám sát sự lưu hành và tính kháng thuốc của virus cúm mùa ở khu vực phía Nam, giai đoạn 01/2020 – 06/2021, chúng tôi ghi nhận tỷ lệ dương tính của virus cúm mùa năm 2020 – 2021 là 9,01%, với số liệu chủ yếu tập trung trong năm 2020. Trong đó, A(H3N2) chiếm 7,1%, A(H1N1pdm09) chiếm 1,3%, và cúm B chiếm 0,6%. Tất cả các nhóm tuổi đều có ca mắc virus cúm mùa, không có sự khác biệt về tỷ lệ mắc cúm mùa ở các nhóm tuổi (p = 0,219 > 0,05). Các nhóm nam và nữ đều có ca mắc virus cúm mùa, không có sự khác biệt về tỷ lệ mắc cúm mùa ở các nhóm nam và nữ (p = 0,239 > 0,05). Về sự phân bố cúm mùa theo tháng (giai đoạn 2020), ghi nhận từ tháng 1 – 4 với các đặc điểm bao gồm: Tháng 1, phân tuýp A(H1N1pdm09) chiếm 61,5% (8/13 ca), cúm B chiếm 23% (3/13 ca), và phân tuýp A(H3N2) chiếm 15,3% (2/13 ca. Tháng 2 cũng xuất hiện 3 phân tuýp trên. Tháng 3 không có sự xuất hiện cúm A(H3N2). Tháng 4 chỉ có 1 ca A(H1N1pdm09). Từ tháng 5 – tháng 8, không có sự xuất hiện của cúm mùa. Từ tháng 9 – tháng 12 có sự xuất hiện của cúm A(H3N2). Số lượng dương tính với cúm A(H3N2) đạt đỉnh vào tháng 10 (44 ca) và tháng 11 (30 ca). Giai đoạn từ tháng 01/2021 đến tháng 06/2021 không thấy có sự xuất hiện ca dương tính với virus cúm mùa. Tỷ lệ phân lập thành công virus cúm mùa trung bình là 25,9%, tỷ lệ phân lập thành công với phân tuýp A(H3N2), A(H1N1pdm09), B lần lượt là 21,9%, 40%, 42,8%. Các mẫu virus cúm mùa phân lập trong giai đoạn năm 2020 đều có hiệu giá HAI tương tự các chủng chuẩn theo khuyến cáo của WHO, 2019 – 2020. Nhìn chung các mẫu virus có giảm hiệu giá từ 1 – 3 độ pha loãng nhưng vẫn nằm trong khoảng cho phép: không vượt quá 4 độ pha loãng. Hiệu giá HAI cho thấy chưa có dấu hiệu thay đổi kháng nguyên bề mặt ở virus cúm A (H1N1pdm09, H3N2) và B. 27 chủng virus phân lập được đều nhạy với hai loại thuốc Oseltamivir và Zanamivir thông qua thử nghiệm phản ứng kháng thuốc (Neuraminidase inhibitors).
Đề nghị thực hiện phản ứng kháng thuốc cho tất cả các chủng virus cúm phân lập tại phòng thí nghiệm Trung Tâm Cúm Quốc Gia Viện Pasteur thành phố Hồ Chí Minh. Kết quả đạt được chia theo từng năm để có được giá trị IC50 trung bình  của từng chủng virus cúm lưu hành theo từng năm, từ đó so sánh sự biến động có thể có của các giá trị IC50, cũng như tăng cường sự hợp tác với các đơn vị lâm sàng tuyến tỉnh nhằm thu được nhiều mẫu dương tính với virus cúm ở nhiều địa phương khác nhau tại khu vực phía nam.
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Abstract
Every year in the world as well as in Vietnam, influenza epidemics caused by influenza virus (Influenza virus) still occur frequently and continuously with high mortality rate. Influenza virus strains appear sporadically throughout the year and appear more seasonally. From 2009 up to now, circulating influenza viruses have been detected mainly including influenza viruses A(H1N1pdm09), A(H3N2) and influenza virus type B. Besides, influenza virus strains resistant to antiviral drugs ( such as Oseltamivir, Zanamivir, etc.) causing treatment obstacles were also detected. This study was conducted to identify seasonal influenza virus strains circulating in the southern region of Vietnam in the period 01/2020 - 06/2021; and determine the rate of drug resistance to oseltamivir and zanamivir. During this period, 1154 samples were collected. The surveillance results determined that the positive rates for influenza A(H3N2), A(H1pdm09) and influenza B virus were 78.8%, 14.42%, and 6.73%, respectively; Flu season can be recorded at the time of change of season (January to early March or September to early November). Statistics showed that there was no difference in the incidence of seasonal influenza in the age groups (p = 0.219 > 0.05) as well as in the male and female groups (p = 0.239 > 0.05). The average success rate of isolation in 2020 is 25.9% and 100% of seasonal influenza strains are sensitive to Oseltamivir and Zanamivir.

Keywords: Seasonal influenza virus; Drug resistance; Oseltamivir; Zanamivir.
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Mẫu viêm phổi nặng(VP)	
Năm 2020	Năm 2021	259	0	Mẫu hội chứng cúm(ILI)	
Năm 2020	Năm 2021	696	199	



Tỉ lệ % dương tính virus năm 2020 và năm 2021

Âm tính	
Năm 2020	Năm 2021	90.987868284228767	100	Dương tính 	
Năm 2020	Năm 2021	9.0121317157712308	0	
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