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TÓM TẮT 

Nghiên cứu nhằm phát hiện RNA virus cúm A/H9N2 trong mẫu mô của gia cầm có biểu hiện bệnh, phân lập 

virus và đánh giá một số đặc tính sinh học và khả năng gây bệnh thực nghiệm. Tổng số 55 mẫu phổi, khí quản và 

não được thu từ 19 cá thể tại bốn trang trại ở Hà Nội, Hưng Yên và Thái Nguyên giai đoạn 2020-2023. RNA H9 và 

N2 được phát hiện bằng real-time RT-PCR, mẫu dương tính được phân lập trên trứng gà có phôi và đánh giá bằng 

phản ứng ngưng kết hồng cầu (HA), ngăn trở ngưng kết hồng cầu (HI) và liều gây nhiễm 50% phôi (EID50). Có 22/55 

mẫu mô dương tính. Mười hai mẫu tạo dịch niệu mô có hoạt tính HA và bảy chủng đáp ứng tiêu chí HI. Chủng 

H9N2.HY1.2 đạt 8,89 × 10
7
 EID50/ml và được gây nhiễm tĩnh mạch cho gà 21 ngày tuổi với liều 10

6
 EID50/con. Biểu 

hiện lâm sàng rõ nhất ở ngày 6-9 và không ghi nhận tử vong. RNA virus được phát hiện ở khí quản và phổi đến ngày 

28, lách và thận đến ngày 21 và trong phân ở ngày 7-14, không phát hiện trong máu hoặc tuyến tụy. Tổn thương chủ 

yếu ở đường hô hấp và một số cơ quan ngoài hô hấp. Kết quả nghiên cứu đặc trưng cho chủng khảo sát trong mô 

hình gây nhiễm tĩnh mạch và không đại diện cho tỷ lệ lưu hành hoặc đặc điểm nhiễm tự nhiên.  

Từ khóa: Real-time RT-PCR, trứng gà có phôi, ngưng kết hồng cầu, mô bệnh học, phân bố mô. 

Biological Characteristics and Experimental Pathogenicity  
of Avian Influenza A/H9N2 Virus Isolates from Northern Vietnam 

ABSTRACT 

This study aimed to detect avian influenza A(H9N2) viral RNA in tissue specimens from clinically affected 

poultry, isolate the virus, and characterize selected biological features and experimental pathogenicity. A total of 55 

lung, tracheal, and brain specimens were collected from 19 poultry at four farms in Hanoi, Hung Yen, and Thai 

Nguyen during 2020-2023. H9 and N2 RNA were detected by real-time RT-PCR, positive specimens were inoculated 

into embryonated chicken eggs and evaluated by hemagglutination (HA), hemagglutination inhibition (HI), and EID50 

assays. H9N2 RNA was detected in 22/55 tissue specimens. Twelve specimens yielded hemagglutinating allantoic 

fluid, and seven isolates met the HI-based selection criteria and were passaged. Isolate H9N2.HY1.2 reached 8.89 × 

10
7
 EID50/ml and was used in an intravenous challenge model in 21-day-old chickens at 10

6
 EID50/bird. No mortality 

occurred, mild clinical signs were most evident at 6-9 days post-inoculation. Viral RNA was detected in the trachea 

and lung through day 28, in the spleen and kidney through day 21, and in feces on days 7-14, but not in blood or 

pancreas. Lesions were observed mainly in the respiratory tract, with additional changes in selected extra-respiratory 

organs. These findings characterize H9N2.HY1.2 under an intravenous challenge model and should not be 

interpreted as population prevalence or as the course of natural infection.  

Keywords: Embryonated chicken egg, hemagglutination, histopathology, real-time RT-PCR, tissue distribution. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Virus cúm A thuộc họ Orthomyxoviridae có 

bộ gen RNA sĉi đĄn åm gồm tám phån đoän. Dăa 

trên đặc điểm kháng nguyên cûa hemagglutinin 

và neuraminidase, virus cúm A đþĉc phân thành 

nhiều phân type. Ở gia cæm, các virus cúm A 

thuộc phý type H9N2 thþąng là các virus độc lăc 
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thçp. Các virus này lþu hành rộng täi châu Á, 

Trung Đông và Bíc Phi, gây giâm tëng trọng, 

giâm sân lþĉng trĀng, tëng chi phí kiểm soát và 

làm nặng thêm bệnh khi đồng nhiễm vĆi các tác 

nhân hô hçp khác (Nagy & cs., 2017; Peacock & 

cs., 2019; Carnaccini & Perez, 2020). 

Ngoài tác động đối vĆi chën nuôi, H9N2 cñn 

đþĉc quan tâm do khâ nëng låy nhiễm sang 

động vêt cò vú và ngþąi, cüng nhþ vai trñ cung 

cçp các phån đoän gen cho một số virus cúm tái 

tổ hĉp có khâ nëng gåy bệnh ć ngþąi. Vì vêy, 

giám sát să lþu hành, phån lêp và đánh giá đặc 

tính sinh học cûa các virus H9N2 täi đàn gia 

cæm cò ċ nghïa đối vĆi thú y và sĀc khóe cộng 

đồng (Bi & cs., 2022). Đáng chú ċ, các virus 

H9N2 cung cçp các phån đoän gen nội cho 

nhĂng virus cúm A tái phån đoän có khâ nëng 

låy sang ngþąi, điển hình nhþ A(H7N9), 

A(H10N8) và A(H5N6), cho thçy H9N2 có thể 

đòng vai trñ nhþ một nguồn gen quan trọng 

trong quá trình hình thành các virus cúm mĆi 

(Pu & cs., 2015; Peacock & cs., 2019). 

Täi Việt Nam, virus cúm A/H9N2 đã đþĉc 

ghi nhên vĆi mĀc độ đa däng di truyền đáng kể 

trong chuỗi cung Āng gia cæm. Khâo sát täi các 

chĉ gia cæm sống ć miền Bíc nëm 2014 cho thçy 

virus cúm A/H9 đþĉc phát hiện ć 422/468 méu 

gộp dþĄng tính vĆi virus cúm A. Nghiên cĀu 

cüng đồng thąi ghi nhên nhiều dòng H9N2 

(Clade) cùng lþu hành (Thuy & cs., 2016). Các 

nghiên cĀu về mäng lþĆi buôn bán gia cæm cho 

thçy hành vi và cçu trúc phân phối có liên quan 

đến nguy cĄ phát hiện virus cúm (Sealy & cs., 

2019). Gæn đåy, Hennessey & cs. (2026) phát 

hiện virus cúm A/H9N2 trong 197 méu swab ć 

gà thuộc mäng lþĆi sân xuçt - phân phối täi 

miền Bíc Việt Nam trong giai đoän 2021-2022, 

chiếm tČ lệ 11,71%. TČ lệ dþĄng tính ć các cĄ sć 

phân phối gia cæm sống cao hĄn so vĆi tČ lệ 

dþĄng tính xác đðnh ć các trang träi chën nuôi. 

Tuy nhiên, dĂ liệu về các chûng H9N2 thu trăc 

tiếp tÿ gia cæm có biểu hiện bệnh täi trang träi 

và đặc tính gây bệnh thăc nghiệm cûa các chûng 

này ć Việt Nam vén còn hän chế. 

Nghiên cĀu này đþĉc thăc hiện nhìm (i) xác 

đðnh tČ lệ phát hiện RNA virus cúm A/H9N2 

trong các méu bệnh phèm cûa gia cæm nghi míc 

bệnh täi một số trang träi ć miền Bíc Việt Nam, 

(ii) phân lêp và đánh giá một số đặc tính sinh 

học cûa virus trên trĀng gà có phôi và (iii) xác 

đðnh đặc tính gây bệnh cûa virus ć gà trong điều 

kiện phòng thí nghiệm. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Tổng số 55 méu mô gồm phổi, khí quân và 

não (45 méu tÿ gà và 10 méu tÿ ngan) đþĉc thu 

tÿ 19 cá thể gia cæm (15 gà và 4 ngan) täi 4 

trang träi ć Hà Nội, Hþng Yên và Thái Nguyên 

trong giai đoän 2020-2023. Các trang träi đþĉc 

lăa chọn có chû đích trên cĄ sć ghi nhên đàn gia 

cæm có biểu hiện lâm sàng nghi míc cúm gia 

cæm. Đặc điểm đàn, số cá thể và số méu mô đþĉc 

trình bày trong bâng 1. Trong nghiên cĀu này, 

chúng tôi tiến hành thu thêp và phân tích các 

méu riêng lẻ tÿ cùng một cá thể thay vì sā dýng 

méu gộp nhiều cá thể. Cách tiếp cên này nhìm 

tránh hiện tþĉng pha loãng méu làm giâm tâi 

lþĉng cûa virus dþĆi ngþĈng phát hiện, hän chế 

tối đa tČ lệ âm tính giâ. Méu bệnh phèm đþĉc 

bâo quân ć -80°C cho đến khi xét nghiệm. Do 

thiết kế chọn méu có chû đích và số trang träi 

khâo sát hän chế, têp méu này không đäi diện 

cho quæn thể gia cæm täi các đða phþĄng nghiên 

cĀu và không đþĉc sā dýng để þĆc tính tČ lệ lþu 

hành ć cçp quæn thể. 

Bâng 1. Thông tin mẫu thu thập 

Trang 
trại Địa phương Loài Lứa tuổi 

(tuần) Quy mô đàn Tình trạng tiêm phòng  
vacxin cúm gia cầm A/H9 

Số cá thể  
lấy mẫu 

Số mẫu 
thu 

1 Hà Nội Gà thịt 3 2.500 Không 5 15 

2 Hưng Yên Gà thịt 5 3.000 Không 5 15 

3 Hưng Yên Gà đẻ 26 3.000 Không 5 15 

4 Thái Nguyên Ngan 7 2.000 Không 4 10 



Nguyễn Thị Thu Hằng, Nguyễn Thị Lan, Hoàng Thị Phương, Đào Lê Anh 

1247 

Bâng 2. Trình tự mồi  

và đoạn dò sử dụng trong phân ứng real-time RT-PCR phát hiện virus cúm A/H9 và A/N2 

Gen đích Tên mồi/đoạn dò Trình tự (5′-3′) Tài liệu tham khảo 

H9 H9-F Mồi xuôi ATRGGGTTTGCTGCC TCVN 8400-59:2026 

H9-R1 TCATATACAAATGTTGCAYCTG 

H9-R2 TTATATACAGATGTTGCAYCTG 

H9-probe FAM-TTCTGGGCYATGTCHAAYGG-BHQ1 

N2 N2-F AGTCTGGTGGACYTCAAAYAG 

N2-R AATTGCGAAAGCTTATATAGVCAT 

N2-probe FAM-CCATCAGGCCATGAGCCT-MGB 

Ghi chú: R = A/G; Y = C/T; H = A/C/T; V = A/C/G. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Xử lý mẫu bệnh phẩm 

Méu bệnh phèm đþĉc đồng nhçt thành 

huyễn dðch 10% trong dung dðch phosphate-

buffered saline 1× có bổ sung 1% hỗn hĉp kháng 

sinh, ly tâm ć 12.000 vòng/phút trong 2 phút và 

thu dðch nổi. Méu đþĉc bâo quân ć điều kiện  

-80C cho tĆi khi sā dýng. 

2.2.2. Tác chiết RNA tổng số và thực hiện 

phân ứng real-time RT-PCR 

RNA tổng số đþĉc tách chiết bìng MagMAX 

CORE Nucleic Acid Purification Kit (Thermo 

Fisher Scientific, mã A32702) trên hệ thống 

KingFisher Duo Prime theo hþĆng dén cûa nhà 

sân xuçt. RNA sau đò đþĉc hòa tan trong 60µl 

nþĆc tinh khiết không có enzyme nucleaza và 

bâo quân ć nhiệt độ -30C cho tĆi khi sā dýng. 

Trình tă mồi và đoän dñ (probe) để thăc hiện 

phân Āng real-time PCR xác đðnh RNA cûa virus 

Cúm A/H9 và A/N2 đþĉc trình bày trong bâng 2. 

Phân Āng real-time RT-PCR đþĉc thăc hiện vĆi 

4X CAPITAL 1-Step qRT-PCR Probe Mix, 20X 

RTase with RNase Inhibitor, nþĆc không có 

nuclease, mồi, probe và RNA khuôn. Chu trình 

nhiệt gồm 50°C trong 10 phút, 95°C trong 3 

phút, tiếp theo 45 chu kĊ ć 95°C trong 10 giây và 

60°C trong 30 giây. Mỗi læn chäy có chĀng âm và 

chĀng dþĄng; phân Āng chî đþĉc chçp nhên khi 

chĀng âm không xuçt hiện tín hiệu khuếch đäi 

và chĀng dþĄng cho tín hiệu huĊnh quang thu 

nhên täi chu kĊ 28-32 cûa phân Āng. Méu đþĉc 

xác đðnh dþĄng tính vĆi virus cúm A/H9N2 khi câ 

hai đích H9 và N2 cho tín hiệu khuếch đäi hĉp lệ 

theo tiêu chí cûa xét nghiệm. 

2.2.3. Phân lập virus trên trứng gà có phôi 

Các méu dþĄng tính vĆi virus cúm A/H9N2 

đþĉc lọc qua màng lọc cò kích thþĆc lỗ lọc là 

0,45µm và gây nhiễm vào xoang niệu mô cûa 

trĀng gà có phôi 9-10 ngày tuổi theo TCVN 

8400-26:2014. Mỗi méu đþĉc gây nhiễm trên 3 

trĀng vĆi thể tích 0,2 ml/trĀng. Lỗ tiêm đþĉc bít 

kín bìng paraffin; trĀng đþĉc çp ć 37°C và soi 

phôi mỗi 12 gią. Phôi chết trong 24 gią đæu đþĉc 

loäi khói đánh giá do cò khâ nëng liên quan đến 

thao tác. Phôi chết sau 24 gią đþĉc thu ngay và 

bâo quân ć 2-8°C. Các phôi còn sống đþĉc thu 

täi thąi điểm kết thúc quy trình (96 gią sau gây 

nhiễm) và làm länh ć 2-8°C trong tối thiểu 4 gią 

trþĆc khi thu dðch niệu mô. Dðch niệu mô đþĉc 

kiểm tra khâ nëng gåy ngþng kết hồng cæu gà 

bìng phân Āng ngþng kết hồng cæu 

(Hemagglutination assay - HA). 

2.2.4. Phân ứng ngưng kết và ngăn trở 

ngưng kết hồng cầu 

Phân Āng HA và ngën trć ngþng kết hồng 

cæu (HI) đþĉc thăc hiện vĆi hồng cæu gà 1% 

theo TCVN 8400-26:2014. Hiệu giá HA đþĉc 

xác đðnh là nghðch đâo cûa độ pha loãng cao 

nhçt cñn gåy ngþng kết hoàn toàn và biểu thð 

theo log2. Các dðch niệu mô có hiệu giá HA trên 

4 log2 đþĉc kiểm tra HI vĆi kháng huyết thanh 

H9N2; đồng thąi kiểm tra vĆi kháng huyết 
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thanh H5N1 và virus Newcastle nhìm phát 

hiện phân Āng không đặc hiệu hoặc khâ nëng 

hiện diện cûa tác nhân có hoät tính ngþng kết 

hồng cæu khác. Để đâm bâo độ đặc hiệu, phân 

Āng HI đþĉc thăc hiện bìng cách sā dýng bộ 

kháng thể chuèn (kháng huyết thanh chuèn) 

bao gồm: H9N2, H5N1 và virus Newcastle 

(ND) (GD Animal Health). 

Các chûng cò HI dþĄng tính vĆi H9N2 và 

không phân Āng vĆi H5N1 hoặc virus Newcastle 

đþĉc lăa chọn để tiếp đąi. 

2.2.5. Xác định hiệu giá EID50 

Các chûng đáp Āng tiêu chí HI đþĉc tiếp 

truyền ba læn trên trĀng gà có phôi 9-10 ngày 

tuổi. Dðch virus đþĉc pha loãng thêp phân tÿ  

10-1 đến 10-9; mỗi độ pha loãng đþĉc gây nhiễm 

trên ba trĀng. Träng thái nhiễm ć tÿng độ pha 

loãng đþĉc xác đðnh dăa trên hoät tính HA cûa 

dðch niệu mô. Hiệu giá liều gây nhiễm 50% phôi 

(EID50/ml) đþĉc tính theo phþĄng pháp Reed & 

Muench (1938). 

2.2.6. Gây nhiễm thực nghiệm trên gà 

Ba mþĄi gà LþĄng Phþĉng lai 1 ngày tuổi, 

chþa đþĉc tiêm phòng cúm gia cæm, đþĉc kiểm 

tra âm tính vĆi kháng thể cúm gia cæm bìng 

phþĄng pháp HI, virus cúm gia cæm, virus 

Newcastle và virus viêm phế quân truyền nhiễm 

bìng phþĄng pháp real-time RT-PCR. Gà đþĉc 

nuôi cách ly đến 21 ngày tuổi trþĆc khi tiến hành 

thí nghiệm và đþĉc phân bổ vào nhóm gây nhiễm 

(20 con) và nhòm đối chĀng (10 con) täi khu chën 

nuôi động vêt an toàn sinh học cçp 3 cûa Khoa 

Thú y, Học viện Nông nghiệp Việt Nam. Trong lô 

thí nghiệm, 10 gà đþĉc dành để theo dõi lâm 

sàng trong 28 ngày; 10 gà còn läi đþĉc bố trí 

đánh giá phån bố RNA theo thąi gian, trong đò 2 

gà đþĉc mổ lçy méu nền ngay trþĆc gây nhiễm 

(0dpi) và 8 gà còn läi đþĉc lçy méu, hai con täi 

mỗi thąi điểm 7, 14, 21 và 28dpi. 

NhĂng gà đþĉc gây nhiễm đþĉc tiêm tïnh 

mäch cánh 0,2ml dðch virus H9N2.HY1.2 chĀa 

106 EID50/con. Gà đối chĀng đþĉc tiêm cùng thể 

tích nþĆc muối sinh lċ vô trùng. Đþąng tiêm 

tïnh mäch đþĉc sā dýng trong mô hình công 

cþąng độc cûa nghiên cĀu; do không mô phóng 

đþąng phĄi nhiễm tă nhiên, kết quâ về biểu 

hiện bệnh và phân bố RNA đþĉc diễn giâi trong 

phäm vi cûa mô hình này. 

Gà đþĉc theo dõi hìng ngày trong 28 ngày 

về tình träng ën uống, vên động, biểu hiện hô 

hçp, tiêu hóa, mít, mặt và tā vong. Ở nhóm 

đánh giá phån bố RNA, các méu khí quân, phổi, 

lách, thên, tuyến týy, máu và phån đþĉc thu täi 

các thąi điểm quy đðnh và xét nghiệm H9N2 

bìng real-time RT-PCR. 

2.2.7. Đánh giá bệnh tích đại thể và vi thể 

Gà đþĉc mổ khám theo quy trình bệnh lý 

thú y, tổn thþĄng đäi thể täi mít, khí quân, 

phổi, tim, gan, lách, thên, đþąng tiêu hóa, tuyến 

Āc, túi Fabricius và tuyến týy đþĉc ghi nhên. 

Các méu mô khí quân, phổi, tim, gan, lách, 

thên, tuyến Āc, tuyến týy và ruột cûa 3 gà nhóm 

gây nhiễm và 3 gà nhòm đối chĀng sau 28 ngày 

theo dõi, méu đþĉc cố đðnh ngay trong formalin 

trung tính 10%, xā lċ mô, đúc paraffin, cít lát 

và nhuộm hematoxylin-eosin. Tiêu bân đþĉc 

quan sát dþĆi kính hiển vi quang học ć vêt kính 

10x, 20x và 40x. 

Bâng 3. Bố trí thí nghiệm gây nhiễm gà thí nghiệm 

Lô thí nghiệm Số gà 
(con) Xử lý Theo dõi/đánh giá Thời điểm lấy mẫu 

Gây nhiễm - theo 
dõi lâm sàng 

10 Tiêm tĩnh mạch cánh 0,2ml 
H9N2.HY1.2, 10

6
 EID50/con 

Theo dõi lâm sàng hằng ngày trong 
28 ngày 

Đến 28dpi 

Lấy mẫu nền 2 Không gây nhiễm Mổ lấy mẫu nền trước gây nhiễm 0dpi 

Gây nhiễm - phân 
bố RNA 

8 Tiêm tĩnh mạch cánh 0,2ml 
H9N2.HY1.2, 10

6
 EID50/con 

Mổ lấy mẫu 2 gà tại mỗi thời điểm 7, 14, 21 và 28dpi 

Đối chứng 10 Tiêm 0,2ml nước muối sinh lý 
vô trùng 

Theo dõi lâm sàng trong 28 ngày; 3 gà 
dùng đối chiếu mô bệnh học cuối kỳ 

28dpi 
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2.2.8. Xử lý số liệu 

Số liệu đþĉc trình bày dþĆi däng số lþĉng 

và tČ lệ phæn trëm. Do chî có 4 trang träi, cách 

lçy méu có chû đích và số méu täi mỗi đða điểm 

nhó, nghiên cĀu không thăc hiện kiểm đðnh so 

sánh tČ lệ giĂa các đða điểm và không diễn giâi 

số liệu nhþ þĆc tính tČ lệ lþu hành cûa quæn 

thể. Các kết quâ lâm sàng, phân bố RNA virus 

và bệnh tích đþĉc phân tích mô tâ. Do nhiều 

méu mô đþĉc lçy tÿ cùng một cá thể kết hĉp vĆi 

thiết kế chọn méu có chû đích nên nghiên cĀu 

giĆi hän ć thống kê mô tâ và diễn giâi các tČ lệ 

trong phäm vi têp méu khâo sát. 

2.2.9. Đạo đức nghiên cứu 

Thí nghiệm trên động vêt đþĉc thăc hiện 

sau khi đþĉc Hội đồng Nghiên cĀu và Đäo đĀc 

trong sā dýng động vêt, Khoa Thú y phê duyệt 

(mã số: CARE-2019/02, ngày 25/12/2019). Việc 

nuôi, gây nhiễm, theo dõi, an tā và xā lý chçt 

thâi đþĉc thăc hiện trong điều kiện an toàn sinh 

học cçp 3 theo quy trình cûa đĄn vð. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phát hiện RNA virus cúm A/H9N2 

trong mẫu thực địa 

Trong 55 méu bệnh phèm thu tÿ 4 trang 

träi, 22 méu dþĄng tính vĆi H9N2 bìng real-time 

RT-PCR, tþĄng Āng tČ lệ phát hiện là 40,0%. TČ 

lệ phát hiện dao động giĂa các nhóm méu täi bốn 

trang träi. Do số méu täi tÿng đða điểm nhó và 

đþĉc thu có chû đích tÿ đàn cò biểu hiện bệnh, 

các tČ lệ này chî mô tâ têp méu khâo sát và 

không xác đðnh khác biệt dðch tễ giĂa đða phþĄng 

hoặc þĆc tính tČ lệ lþu hành trong quæn thể. 

Trong khâo sát täi chĉ gia cæm sống nëm 

2014, Thuy & cs. (2016) ghi nhên H9 ć 422/468 

(90,1%) méu gộp dþĄng tính cúm A cò Ct < 26 

đþĉc lăa chọn để đðnh phân type; tČ lệ 90,1% 

này không đäi diện cho toàn bộ méu lçy täi chĉ. 

Gæn đåy, Hennessey & cs. (2026) phát hiện 

H9N2 ć 197/1.682 (11,7%) gà đþĉc lçy méu dọc 

mäng lþĆi sân xuçt - phân phối täi miền Bíc 

Việt Nam. Să khác biệt về quæn thể đích, loäi 

méu và thiết kế lçy méu khiến các tČ lệ này 

không thể so sánh trăc tiếp vĆi 40,0% ć cçp méu 

mô cûa nghiên cĀu hiện täi. Giá trð chính cûa 

kết quâ thăc đða trong nghiên cĀu này là xác 

nhên să hiện diện cûa RNA virus cúm A/H9N2 

trong các méu mô thu tÿ gia cæm có biểu hiện 

bệnh täi các trang träi khâo sát và cung cçp 

nguồn méu cho bþĆc phân lêp virus. 

3.2. Phân lập và lựa chọn chủng virus 

Trong số 22 méu mô H9N2 dþĄng tính, 12 

méu cho dðch niệu mô dþĄng tính vĆi phân Āng 

HA, hiệu giá tÿ 3 đến 11log2. Mþąi một méu 

dðch có hiệu giá HA > 4log2 đþĉc kiểm tra bìng 

phân Āng HI. Bây méu dðch cò HI dþĄng tính 

vĆi H9N2 và không có phân Āng HI vĆi H5N1 

hoặc virus Newcastle đþĉc lăa chọn để tiếp 

truyền (Bâng 4). Bốn dðch còn läi có phân Āng 

HI vĆi H5N1 hoặc virus Newcastle nên không 

đþĉc sā dýng cho các bþĆc tiếp theo nhìm tránh 

diễn giâi các dðch chþa bâo đâm tính đặc hiệu 

nhþ chûng H9N2 thuæn. 

Khâ nëng täo hiệu giá HA cûa dðch niệu mô 

cho thçy một số méu thăc đða chĀa tác nhân có 

khâ nëng nhån lên trên phôi trĀng gà và gây 

ngþng kết hồng cæu. Bây dðch virus đáp Āng 

tiêu chí HI dþĄng tính vĆi H9N2 và không phân 

Āng vĆi H5N1 hoặc virus Newcastle đþĉc tiếp 

truyền ba đąi để xác đðnh hiệu giá EID50. Kết 

quâ đþĉc trình bày trong bâng 5. 

Hiệu giá cûa bây chûng sau ba đąi tiếp 

truyền dao động tÿ 2,81 × 105 đến 8,89 × 107 

EID50/ml. Chûng H9N2.HY1.2 có hiệu giá cao 

nhçt (8,89 × 107 EID50/ml) và đþĉc lăa chọn làm 

chûng đäi diện cho thí nghiệm gây nhiễm trên 

gà. Hiệu giá này phân ánh khâ nëng gåy nhiễm 

phôi trong điều kiện thí nghiệm và đþĉc sā 

dýng để chuèn hóa liều công cþąng độc, không 

đþĉc xem là chî báo trăc tiếp về độc lăc trên gà. 

Să khác biệt EID50 giĂa các chûng có thể phân 

ánh khác biệt về lþĉng virus sống ban đæu trong 

méu, khâ nëng thích nghi và nhån lên trên 

trĀng gà cò phôi, cüng nhþ biến thiên sinh học 

giĂa các chûng sau quá trình tiếp truyền. Tuy 

nhiên, do nghiên cĀu không chuèn hóa tâi lþĉng 

virus đæu vào cûa tÿng méu thăc đða và chþa cò 

dĂ liệu trình tă gen tþĄng Āng, nên chþa thể kết 

luên khác biệt hiệu giá là do một đặc điểm di 

truyền cý thể, đồng thąi EID50 cao trên phôi 

không đồng nghïa vĆi độc lăc cao trên gà. 
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Bâng 4. Hiệu giá HA và HI của các dịch virus phân lập 

Chủng HA (log2) HI-H9N2 (log2) HI-H5N1 (log2) HI-NDV (log2) Lựa chọn 

H9N2.TN2 11 9 0 0 Có 

H9N2.TN3 3 Không thực hiện Không thực hiện Không thực hiện Không 

H9N2.HY1.1 9 8 7 0 Không 

H9N2.HY1.2 11 9 0 0 Có 

H9N2.HY1.3 11 8 6 0 Không 

H9N2.HY1.4 10 8 0 0 Có 

H9N2.HY1.5 10 8 0 9 Không 

H9N2.HN2 9 9 7 0 Không 

H9N2.HN6 11 8 0 0 Có 

H9N2.HN8 11 7 0 0 Có 

H9N2.HY2.1 10 8 0 0 Có 

H9N2.HY2.2 10 9 0 0 Có 

Ghi chú: HA: Ngưng kết hồng cầu; HI: Ngăn trở ngưng kết hồng cầu; NDV: Virus Newcastle. Tiêu chí lựa chọn: 

HI dương tính với H9N2 và HI bằng 0 với H5N1, NDV. 

Bâng 5. Hiệu giá EID50 của các chủng virus sau ba đời tiếp truyền 

Độ pha loãng H9N2.TN2 H9N2.HY1.2 H9N2.HY1.4 H9N2.HN6 H9N2.HN8 H9N2.HY2.1 H9N2.HY2.2 

10
-1 

3
*
/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

10
-2 

3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

10
-3
 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

10
-4
 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

10
-5
 3/3 3/3 1/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

10
-6
 2/3 3/3 0/3 3/3 3/3 3/3 0/3 

10
-7
 0/3 2/3 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 

10
-8
 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 

10
-9
 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 

EID50/ml 8,89 × 10
6 

8,89 × 10
7
 2,81 × 10

5
 1,58 × 10

7
 2,81 × 10

7
 1,58 × 10

7
 1,58 × 10

6
 

Ghi chú: *: Số phôi có dịch niệu mô HA dương tính/số trứng gây nhiễm. 

3.3. Biểu hiện lâm sàng và tỷ lệ sống sau 

gây nhiễm 

Không ghi nhên gà chết ć nhóm gây nhiễm 

hoặc đối chĀng trong 28 ngày theo dõi. Nhóm 

đối chĀng không xuçt hiện triệu chĀng. Ở nhóm 

gây nhiễm, biểu hiện lâm sàng bít đæu tÿ ngày 

3 và rõ nhçt ć ngày 6-9 sau gây nhiễm. Giâm ën 

là biểu hiện thþąng gặp nhçt, đät 6/10 con ć 

ngày 6. Ủ rü, xù lông, giâm vên động và tiêu 

chây cùng đþĉc ghi nhên ć 5/10 con täi ngày 6. 

Triệu chĀng hô hçp gồm ho, hít hĄi hoặc chây 

nþĆc müi xuçt hiện ć 4/10 con täi ngày 6. Các 

biểu hiện giâm dæn tÿ ngày 12 và không còn ghi 

nhên vào ngày 15 (Bâng 6). 

Diễn biến trên phù hĉp vĆi đặc điểm thþąng 

gặp cûa nhiều virus H9N2 độc lăc thçp, trong 

đò gà cò thể không chết hoặc chî biểu hiện bệnh 

hô hçp nhẹ khi gây nhiễm đĄn tác nhån. Bi & 

cs. (2010) ghi nhên các chûng virus cúm 

A/H9N2 khâo sát nhân lên þu thế ć phổi nhþng 

không gây chết và hæu nhþ không täo biểu hiện 
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lâm sàng rõ trên gà säch bệnh. Begum & cs. 

(2023) cüng không ghi nhên tā vong sau gây 

nhiễm qua đþąng müi - mít ć gà thþĄng phèm, 

mặc dù vén quan sát tổn thþĄng täi khí quân, 

phổi và ruột. Tuy nhiên, nghiên cĀu hiện täi sā 

dýng đþąng tiêm tïnh mäch, không phâi đþąng 

phĄi nhiễm tă nhiên; vì vêy mĀc độ biểu hiện 

lâm sàng và phân bố tổn thþĄng chî đþĉc mô tâ 

trong giĆi hän cûa mô hình này. Trong điều kiện 

thăc đða, mĀc độ bệnh còn có thể bð ânh hþćng 

bći đồng nhiễm, điều kiện chën nuôi và tình 

träng miễn dðch cûa đàn. 

 

Hình 1. Phôi trứng sau gây nhiễm dịch bệnh phẩm H9N2 (A) và phôi đối chứng (B) 

Bâng 6. Diễn biến triệu chứng lâm sàng ở gà gây nhiễm H9N2 

Triệu chứng 
Ngày sau gây nhiễm (dpi) 

0 3 6 9 12 15 

Mào, tích tím tái 0/10 2/10 2/10 1/10 0/10 0/10 

Ủ rũ, xù lông, vận động kém 0/10 0/10 5/10 4/10 2/10 0/10 

Viêm kết mạc, phù mặt, chảy nước mắt 0/10 0/10 3/10 2/10 0/10 0/10 

Bỏ ăn hoặc giảm ăn 0/10 3/10 6/10 3/10 1/10 0/10 

Tiêu chảy 0/10 1/10 5/10 3/10 1/10 0/10 

Triệu chứng hô hấp 0/10 1/10 4/10 3/10 1/10 0/10 

Ghi chú: Giá trị trình bày là số gà có triệu chứng/số gà được theo dõi; dpi: Ngày sau gây nhiễm. Tất 

cả các chỉ tiêu ở nhóm đối chứng đều là 0/10. 

Bâng 7. Kết quâ phát hiện RNA H9N2 tại các cơ quan sau gây nhiễm 

Ngày sau gây nhiễm 
(dpi) 

Cơ quan 

Khí quản Phổi Lách Thận Tuyến tụy Máu Phân 

0 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 

7 2/2 2/2 2/2 2/2 0/2 0/2 2/2 

14 2/2 2/2 2/2 2/2 0/2 0/2 1/2 

21 1/2 2/2 1/2 1/2 0/2 0/2 0/2 

28 1/2 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 

Ghi chú: Giá trị trình bày là số gà có kết quả real-time RT-PCR dương tính/số gà được kiểm tra;  

dpi: Ngày sau gây nhiễm. 
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3.4. Sự phân bố RNA virus theo cơ quan và 

thời gian 

TrþĆc gây nhiễm, tçt câ méu đþĉc kiểm tra 

đều âm tính. Täi ngày 7, RNA H9N2 đþĉc phát 

hiện ć khí quân, phổi, lách, thên và phân cûa câ 

2 gà đþĉc lçy méu. Kết quâ dþĄng tính ć khí 

quân, phổi, lách và thên tiếp týc đþĉc ghi nhên 

täi ngày 14 và 21 vĆi tæn suçt khác nhau. Đến 

ngày 28, RNA virus vén đþĉc phát hiện ć khí 

quân và phổi cûa 1/2 gà, trong khi lách, thên và 

phân âm tính. Không phát hiện RNA virus 

trong tuyến týy hoặc máu täi bçt kĊ thąi điểm 

nào (Bâng 7). 

RNA virus đþĉc phát hiện kéo dài nhçt täi 

khí quân và phổi, phù hĉp vĆi tính hþĆng mô hô 

hçp thþąng đþĉc mô tâ đối vĆi virus cúm 

A/H9N2. Bi & cs. (2010) cho thçy các chûng 

H9N2 khâo sát nhân lên chû yếu ć phổi gà, trong 

khi lþĉng virus ć gan và lách thçp hoặc không 

phát hiện ć một số cĄ quan khác. Kết quâ dþĄng 

tính täi lách và thên trong nghiên cĀu hiện täi có 

thể liên quan một phæn đến đþąng gây nhiễm 

tïnh mäch, täo điều kiện để virus hoặc RNA virus 

tiếp cên các mô ngoài đþąng hô hçp ć giai đoän 

sĆm. Tuy nhiên, real-time RT-PCR chî chĀng 

minh să hiện diện cûa RNA và không phân biệt 

virus còn khâ nëng låy nhiễm vĆi RNA tồn lþu; 

vì vêy không thể khîng đðnh virus còn sống hoặc 

đang nhån lên täi tçt câ các mô dþĄng tính. 

Trong mô hình gây nhiễm qua đþąng müi - mít 

cûa Begum & cs. (2023), RNA H9N2 đþĉc phát 

hiện ć khí quân, phổi và ruột tÿ 1 đến 10dpi và 

không còn phát hiện sau 15dpi. So vĆi nghiên 

cĀu đò, việc phát hiện RNA đến 28dpi täi khí 

quân/phổi trong nghiên cĀu hiện täi kéo dài hĄn; 

tuy nhiên khác biệt về chûng virus, đþąng gây 

nhiễm, loäi méu, thąi điểm lçy méu và độ nhäy 

xét nghiệm không cho phép suy diễn trăc tiếp 

rìng virus lây nhiễm còn tồn täi đến 28dpi. Kết 

quâ real-time RT-PCR ć các thąi điểm muộn vì 

vêy cæn đþĉc hiểu là bìng chĀng cûa RNA virus, 

không phâi bìng chĀng về virus còn sống hoặc 

còn khâ nëng låy nhiễm. 

RNA H9N2 đþĉc phát hiện trong phân ć 

ngày 7 và 14 nhþng không cñn ć ngày 21. Kết 

quâ này cho thçy RNA virus có thể hiện diện 

trong méu phân trong một khoâng thąi gian giĆi 

hän cûa mô hình thí nghiệm, nhþng chþa đû để 

khîng đðnh động học bài thâi virus lây nhiễm. 

Mỗi thąi điểm chî cò 2 gà đþĉc kiểm tra và 

nghiên cĀu không thu méu ngoáy hæu họng/lỗ 

huyệt lặp läi trên cùng cá thể. Các nghiên cĀu 

tiếp theo nên lçy méu dọc theo thąi gian, báo 

cáo giá trð Ct hoặc số bân sao RNA và phân lêp 

virus tÿ méu ngoáy để đánh giá chính xác hĄn 

động học bài thâi. 

Nhìn chung, chuỗi kết quâ tÿ phát hiện 

RNA trong méu thăc đða, phân lêp trên trĀng 

gà có phôi, gây nhiễm thăc nghiệm và đánh giá 

bệnh lý cho thçy chûng H9N2.HY1.2 có khâ 

nëng nhån lên tốt trên phôi nhþng chî gây biểu 

hiện lâm sàng nhẹ và không gây tā vong trong 

mô hình khâo sát; biến đổi bệnh lý têp trung 

chû yếu ć đþąng hô hçp, trong khi RNA virus 

đþĉc phát hiện täm thąi ć một số cĄ quan ngoài 

hô hçp. Do sā dýng đþąng gây nhiễm tïnh 

mäch, mô hình này không phân ánh đæy đû diễn 

biến cûa nhiễm tă nhiên, nhþng minh họa giá 

trð cûa việc kết hĉp xét nghiệm phân tā, phân 

lêp virus và đánh giá thăc nghiệm để đặc trþng 

các chûng H9N2 lþu hành. Trong bối cânh 

H9N2 có khâ nëng cung cçp các phån đoän gen 

cho các virus cúm A tái phån đoän khác, việc 

tëng cþąng giám sát, phân lêp và đặc trþng di 

truyền các chûng tÿ đàn cò biểu hiện bệnh có ý 

nghïa đối vĆi kiểm soát bệnh trên gia cæm và 

tiếp cên Một sĀc khóe (Pu & cs., 2015; Peacock 

& cs., 2019). 

3.5. Biến đổi bệnh lý đại thể và vi thể 

Ở các gà gây nhiễm đþĉc mổ khám, tổn 

thþĄng đäi thể nhìn chung ć mĀc độ nhẹ đến 

vÿa, gồm sung huyết hoặc xuçt huyết niêm mäc 

mít, viêm khí quân nhẹ, dðch nhæy và xuçt 

huyết lçm chçm ć khí quân, sung huyết phổi, 

sung huyết hoặc xuçt huyết nhẹ tuyến Āc, dðch 

quanh tim, lách và thên sþng, cùng một số điểm 

xuçt huyết ć dä dày tuyến, ruột và cĄ. Không 

ghi nhên tổn thþĄng đäi thể rõ ć túi Fabricius 

và tuyến týy. Một số tổn thþĄng đäi diện đþĉc 

trình bày täi hình 2. 
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Ghi chú: A: Xuất huyết niêm mạc mắt; B-C: Khí quản xuất huyết lấm chấm và có dịch nhầy; D: Xuất huyết cơ 

đùi; E: Tuyến ức xuất huyết nhẹ; F: Phổi sung huyết/xuất huyết; G: Tim sưng và có dịch quanh tim; H: Ruột 

xuất huyết. 

Hình 2. Một số tổn thương đại thể ở gà gây nhiễm H9N2 

 

Ghi chú: i: Phổi sung huyết/xuất huyết (H&E, 40X); ii: Thâm nhiễm tế bào viêm tại biểu mô phế quản (H&E, 

40X); iii: Viêm cơ tim (H&E, 40X); iv: Xuất huyết vùng ngoại tâm mạc (H&E, 40X); v-vi: Ổ hoại tử ở gan (H&E, 

40X); vii: Tổn thương cầu thận (H&E, 40X); viii: Thoái hóa tế bào ống thận (H&E, 40X). 

Hình 3. Biến đổi bệnh lý vi thể ở gà gây nhiễm H9N2 

Ở nhòm đối chĀng, cçu trúc vi thể cûa khí 

quân, phổi, tim, gan, thên, tuyến Āc, tuyến týy 

và ruột không ghi nhên biến đổi đáng chú ċ. Ở 

nhóm gây nhiễm, khí quân có phù nề và thâm 

nhiễm khu trú tế bào viêm đĄn nhån; phổi có 

sung huyết, phì đäi cĄ trĄn phế quân và thâm 

nhiễm tế bào viêm. Tim xuçt hiện sung huyết, 

viêm cĄ tim và xuçt huyết vùng ngoäi tâm mäc. 

Gan có sung huyết, phù nề, tëng sinh ống mêt, 

không bào và hoäi tā tế bào gan kèm thâm 

nhiễm tế bào đĄn nhån. Thên có viêm cæu thên, 

xuçt huyết kẽ, thoái hóa hoặc hoäi tā tế bào ống 

thên. Tuyến týy có thoái hóa không bào và 

apoptosis biểu mô nang tuyến; ruột có dày niêm 

mäc, thâm nhiễm tế bào viêm đĄn nhån và hoäi 

tā biểu mô (Hình 3). 

Các tổn thþĄng täi khí quân và phổi phù 

hĉp vĆi các mô tâ trþĆc đåy, trong đò đþąng hô 

hçp là vð trí tổn thþĄng nổi bêt sau nhiễm H9N2 

(Nili & Asasi, 2002; Bi & cs., 2010; Begum & cs., 

2023). Việc ghi nhên biến đổi ć thên, gan, tim 

và ruột cho thçy tổn thþĄng trong mô hình thí 

nghiệm không chî giĆi hän ć hệ hô hçp. Tuy 

nhiên, tổn thþĄng mô học không đồng nghïa vĆi 

bìng chĀng virus nhân lên trăc tiếp täi cĄ quan. 

Trong nghiên cĀu này, RNA đþĉc phát hiện ć 

lách và thên nhþng không cò kết quâ xét 

nghiệm đối vĆi gan hoặc tim; do đò, cĄ chế cûa 

các tổn thþĄng ngoài hô hçp chþa thể xác đðnh. 

Các biến đổi quan sát đþĉc có thể liên quan trăc 

tiếp hoặc gián tiếp đến nhiễm virus, đáp Āng 

viêm toàn thån, đþąng tiêm tïnh mäch hoặc các 

yếu tố nền cûa động vêt thí nghiệm 

4. KẾT LUẬN 

RNA virus cúm A/H9N2 đþĉc phát hiện 

trong 22/55 méu mô thu tÿ gia cæm có biểu hiện 
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bệnh täi bốn trang träi khâo sát, tþĄng Āng tČ lệ 

phát hiện 40,0% ć cçp méu mô. Mþąi hai méu 

cho dðch niệu mô có hoät tính HA và bây chûng 

đáp Āng tiêu chí HI đþĉc lăa chọn để tiếp 

truyền; H9N2.HY1.2 đät hiệu giá cao nhçt,  

8,89 × 107 EID50/ml. Trong mô hình gây nhiễm 

tïnh mäch trên gà 21 ngày tuổi, chûng này 

không gây tā vong nhþng täo các biểu hiện lâm 

sàng nhẹ, rõ nhçt ć 6-9dpi. RNA virus đþĉc 

phát hiện kéo dài nhçt täi khí quân và phổi đến 

28dpi, đồng thąi xuçt hiện täm thąi ć lách, thên 

và phân. Biến đổi bệnh lċ đäi thể và vi thể chû 

yếu đþĉc ghi nhên ć đþąng hô hçp và một số cĄ 

quan ngoài hô hçp. Các kết quâ này đặc trþng 

cho têp méu khâo sát và mô hình gây nhiễm 

tïnh mäch, không đäi diện cho tČ lệ lþu hành 

hoặc diễn biến cûa nhiễm tă nhiên. Giâi trình tă 

các gen HA/NA và gây nhiễm qua đþąng hô hçp 

tă nhiên hĄn sẽ cæn thiết để làm rõ dòng di 

truyền, các dçu çn phân tā và đặc điểm gây bệnh 

cûa chûng. Về ċ nghïa thăc tiễn, kết quâ nhçn 

mänh nhu cæu giám sát virus cúm A/H9N2 ć các 

đàn gia cæm có biểu hiện hô hçp, kết hĉp phân 

lêp và giâi trình tă virus để theo dõi biến đổi di 

truyền, nhên diện sĆm các chûng cò đặc tính bçt 

thþąng và hỗ trĉ đánh giá nguy cĄ đối vĆi chën 

nuôi cüng nhþ sĀc khóe cộng đồng. 
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