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PAT VAN PE

1. Tinh cép thiét

Trong hon thap nién qua, Viét Nam da va dang dat dugc nhiéu thanh qua quan
trong trong phong chong va tién t6i loai trir sét rét. Mac du vay, khu vuc mién Trung-
Tay Nguyén van dang ddi mat v6i thach thic nhu sot rét trén nhom dan giao luu bién
gioi, di bién dong, di ring, ngu ray kho kiém soat, mum khang hoa chat va ky sinh triing
s6t rét khang thude diéu tri. Sy thay doi cac yéu té vi khi hau, diéu kién ty nhién, mdi
truong va tac dong cia con nguoi di anh huong dén phan bé, tap tinh, thanh phan loai
cling nhu vai tro truyén bénh mudi Anopheles. Viéc xac dinh nhiém Plasmodium trong
co thé mudi rat quan trong dé hiéu duoc sinh thai, phan bé dia ly, sé lugng va hanh vi
loai véc to dic biét & vang dia 1y c6 sét rét luu hanh (SRLH). Hién nay, cac phuong
phap dé phaét hién thoa tring nhu mé tuyén nudc bot, xét nghiém mién dich hap phu lién
két enzyme (ELISA), sinh hoc phan tir nhu PCR, realtime PCR hodc gan day nhat 1a
ddPCR.

Tinh hinh khang thudc artemisinin va giam nhay véi thuéc phdi hop cé thanh phan
artemisinin (ACTs) do P. falciparum dugc xac dinh tai Tiéu ving S6ng Mé Kéng mo
rong da va dang de doa dén thanh qua PC&LTSR. Hién nay, wu tién phat trién chién
lugc nham giam &p luc chon loc va giam lan rong chung P. falciparum khang thubc
trong khi van dam bao wu tién giam ty 1é mac va ta vong [1]. Viéc xac dinh céc chi diém
phan tir trén quan thé P. falciparum la can thiét dé theo ddi phan b, ban d6 phan bd
khang thudc, dong thai hiéu rd hon su tién hda va co ché khang thude, ké ca artemisinin
va cac ACTs. Hon nita, ca vé mat ly thuyét va thuc hanh trén mot khu vuc c6 bénh sbt
rét luu hanh, néu quan thé ky sinh tring Plasmodium spp. néi chung va P. falciparum
noi riéng khang thudc dugc mang boi quan thé vector sét rét Anopheles spp. chinh va
phu s& rat nguy hiém do chlng phat tan rong chung ky sinh trung khang thuéc [2], [3],
trong khi cac thudc hién ding c6 sé lugng han hitu va thuéc méi van dang trong giai
doan thtr nghiém.

V6i y nghia nhu trén, chung t6i tién hanh dé tai “Nghién ctu thanh phan loai, mat do,
tap tinh mudi Anopheles, ty 1¢ nhidm Plasmodium spp. trén véc to chinh va chi diém gen
khéang thubc cua Plasmodium falciparum tai bon tinh Ty Nguyén”.

2. Muc tiéu nghién ciru

1. Xac dinh thanh phan loai, mat do, tap tinh caa mudi Anopheles spp. va ty 1& An. minimus
va An. dirus nhiém Plasmodium spp. bang ky thuat sinh hoc phan tir tai 4 tinh Tay
Nguyén, 2019-2022.

2. Phan tich cac chi diém phan tir khang thuée (Kys, plasmepsin 2, exonulcease, Pfmdrl,
Pfcrt) trong quan thé Plasmodium falciparum tai diém nghién cuu.

3. Tinh méi, tinh khoa hec va tinh thuc tién cia dé tai

- Nghién ctru d3 diéu tra va phan tich xac dinh su hién dién céc véc to sot rét chinh An.

minimus va An. dirus tai ting tinh & khu vuc Tay Nguyén - noi ¢6 Iuu hanh sét rét phic

tap va dai dang.

- Nghién cau cho thy ty 1& nhiém Plasmodium spp. trong mudi tai 4 tinh Tay Nguyén

dang trong giai doan 16 trinh tién toi loai trir st rét kha thap (<3%).

- Nghién ctru da ap dung cic phuong phap diéu tra, phan tich tir c6 dién dén hién dai

nhu nested-PCR, ddPCR, realtime-qPCR va giai trinh tu gen dé lam rd céc khia canh

phan tu, thanh phén loai Anopheles spp. va dot bién gen lién quan dén khang thudc trén



quan the KST Plasmodium spp.
- Su két ndi hai noi dung nghién ctru c6 y nghia boi hau hét cac diém diéu tra con tring
va KSTSR khang thudc 1a cac diém nong con luu hanh bénh, diéu nay gidp cho cac nha
lam chinh s&ch nhan ra sy ton tai cac véc to chinh nhiém Plasmodium spp. khang thuéc
s& ¢6 nguy co lan rong thong qua quan thé mudi phat tan va su giao gen nhay va gen
khang gitta cac viing co thé 1am that bai cac thanh qua dat duoc hién nay.
4. B cuc lugn &n

Luan an day 141 trang, gom: Dt van d¢ 2 trang; Tong quan 33 trang; Phuong
phap nghién ctu 26 trang; Két qUa nghién cau 43 trang; Ban luan 34 trang; Két luan 2
trang; Kién nghi 1 trang. Luan an c6 22 hinh, 29 bang s6 liéu va 139 tai liéu tham khao.

Chuwong 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Khai quéat chung vé mudi Anopheles truyén bénh sét rét

Mubdi Anopheles thudc gidi dong vat, nganh chan khaép, 16p con tring, bo hai canh,
ho Culicidae, gibng Anopheles, c6 mat khip & cac ving 6n d6i va nhiét déi trén thé gioi
véi 721 loai dugc xép vao hai phan ho Anophelinae va Culicinae gém 113 gibng [5]. O
Viét Nam hién xac dinh c6 64 loai Anopheles thudc 2 phan giéng [44], gém cac véc to
sét rét chinh, véc to phu.
Phitc hgp Minimus: Phtc hop An. minimus ¢ 3 loai dong hinh, 1a An. minimus va An.
harrisoni va An.minimus E [5]. Nghién ctzu cho thdy An. minimus va An. harrisoni 1a cac
véc to chinh & ving d6i ndi & cac nude phuong Dong va thuong ¢ do cao tur 200-900m
[15]. An. minimus va An. harrisoni tim thay phan bd cling nhau trén dién rong ¢ mién
Bic, mién Trung Viét Nam, phia Nam Trung Quéc, Phia bac Lao va Tay Thai Lan [5].
Tai Viét Nam, An. minimus 13 véc to chinh truyén sét rét, phan bé khu vuc ring nii trén
ca nudc, sinh canh ndi doi, nudc chay, rimg thua, savan, , vung nhiéu khe sudi c6 cét soi,
ruong bac thang [30]. An. minimus hoat dong d6t mau veé dém, cao d1em tir 21 gio dén 3
gid, vé mua dong co thé som hon [35]. Tai Tay Nguyén, mudi phét trién quanh nam, co
dinh thtr nhat vao thang 5 va dinh thar 2 vao thang 9-11; An. minimus hoat dong dot mau
sudt dém va c6 mat do cao nhat tir 22 gio dén 4 gid sang [36].
Phac hop Dirus: An. dirus thuoc nhém loai An. leucosphyrus Donitz, 1a véc to chinh &
Thai Lan va Pong Nam A. Phac hop Dirus ¢ 8 thanh vién gom An. dirus, An. cracens,
An. scanloni, An. baimaii, An. elegans, An. nemophilous, An. takasagoensis va loai moi
dugc thém vao gan day 1a An. aff. takasagoensis [5]. Trong sd do, An. dirus va An.
baimaii 1a cac vecto ua dot mau ngudi va dong vai trd chinh trong viée truyen sOt rét qua
d6t nguoi ca trong va ngoai nha [5]. Tai Viét Nam, An. dirus ciing 1a véc to sOt rét chinh,
nghién cau vé An. dirus Nguyen Puc Manh (1998) cho thay phan bé & sinh canh ring
ram, ring tai sinh ring nhiéu tang va rung ram to 20 do vi Bic tro vao [39]. An.
dirus thich d6t mau ngudi va cd tap tinh rinh méi trude khi dét mau. Mudi hoat dong dot
mau vao ban dém, cao diém tir nira dém vé sang, thuong dot mau nguoi trong va ngoai
nha, tr( an tiéu mau ngoai nha. Mudi phat trién dinh diém vao cac thang mua mua.
1.2. Xac dinh vai tro truyén bénh sét rét cia mudi Anopheles

Piéu kién can thiét ¢& mot loai Anopheles dong vai tro véc to sét rét 1a co su tuong
hop di truyén gitra mudi véi céac loai ky sinh tring sét rét (KSTSR), su twong hop nay
cho phép KSTSR ¢ thé phat trién trong co thé mudi [42].

An. minimus s.l. 1a véc to chinh trong vung noi ma n6 c¢6 mat. Nam 1990, An.
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minimus s.I. dugc ghi nhan nhiém thoa tring quanh nim ¢ Assam (An D6), ngoai trir
thang 8-9. Ty 1& nhiém thap nhat vao thang 3 (0,7%) va cao nhat vao thang 10 (8,5%)
[58]. Nghién cttu cua Thin OO va cong su (2003) [59] vé An. dirus va vai trd caa ching
trong lan truyén sét rét & Myanmar cho biét An. dirus 1a véc to chinh lay nhiém P.
falciparum. O Campuchia va mién Trung Viét Nam, An. minimus duoc phat hién nhiém
P. falciparum va P. vivax (Pv210 va Pv247) bang ky thuat ELISA [18]. O Tay Nguyén,
mo mudi ciing xac dinh 1,8% An. minimus nhiém KSTSR. Nghién ctu caa HO Dinh
Trung va cong su (2004) [18] xac dinh ty I¢ nhiém thoa tring ctia An. dirus tai xa Dién
Tan, huyén Dién Khanh-Khanh Hoa la 2,8% va tai Binh Thuan la 1,2%. Nghién cau
Nguyén Xuan Quang tai cac vuon Qubc gia & Kom Tum, Gia Lai va Khu bao ton thién
nhién Ea S6 & Pak Lik cho thay ty & nhim KSTSR caa An. minimus 1a 2,19% va cua
An. dirus la 3,62% [67].

1.3. Ung dung sinh hgc phan tir trong dinh loai loai va xac dinh ky sinh trung sot rét
trong co’ thé mudi

binh loai sinh hoc phén tir, thanh vién phiac hop Minimus dwoc ghi nhan &
Campuchia [16], mién nam Trung Qudc, Pai Loan, Nhat Ban, Lao, Thai Lan, Viét Nam
[17], [18]. An. harrisoni dwgc ghi nhan ¢ Viét Nam, Lao, Thai Lan, mién Trung
Myanmar va Nam Trung Quéc (dén vi do bic 32,5N). H6 Pinh Trung va cong su (2001)
st dung phuong phap RFLP-PCR dé phan biét 2 loai An. minimus A va An. minimus C
tai Phu Cuong, Tan Lac-Hoa Binh. Bang phuong phap dinh loai phan tir PCR, Ngé Thi
Huong va cong su (2004; 2007) da xac dinh phac hop Minimus tai cac tinh mién Trung-
Tay Nguyén bao gém 2 loai 12 An. minimus va An. harrisoni; phtc hop Dirus thi chi méi
phat hién loai An. dirus.

Viéc xac dinh nhiém Plasmodium trong co thé mudi 1a diéu kién tién quyét dé hiéu
duoc sinh thai, phan bd dia ly, s6 luong va hanh vi loai véc to. Diéu nay dic biét quan
trong & ving dia 1y c6 SRLH. Cho dén hién nay c6 3 phuong phap chinh sir dung dé xac
dinh nhiém trang thoa tring nhu mé tuyén nudc bot xac dinh thoa tring, st dung ky
thuat ELISA, phuong phap PCR dang dugc tng dung rong rai trong viéc phat hién su
hién dién cua KSTSR trong mudi va tuyén nudc bot caa mudi. Claire Y.T Wang va
cong su (2018) [73] so sanh 2 ky thuat 18S qPCR duoc diéu chinh theo PCR ky thuat
sé dang giot (digital droplet PCR-ddPCR) va dinh lugng P. falciparum bang xét
nghiém Tagman gPCR va&i muc tiéu gen 18S rRNA. Do phu hop cao gitra ddPCR va
qPCR da dugc ghi nhan khi dung ca tiéu chuan plasmid DNA syn18S va ruét giita
duong tinh vé&i nang tring bang kinh hién vi. Cac nghién ctu gan day vé ddPCR dé
phat hién Plasmodium trong nudi cdy va cac mudi nhiém Plasmodium spp. ciing béo
cdo sy théng nhat tdt trong wéc tinh KST gitra ddPCR va qPCR, nhung do nhay va do
chinh x4c duoc cai thién khi dung ddPCR, dic biét khi mat do thap [74].

1.4. Tinh hinh khang thuéc sot rét trén Thé gi6i va Viét Nam

Sy lan rong cua chung P. falciparum khang CQ vei ty 1€ that bai tr 70-100% da
duoc bao cdo tir cac nuéc khac nhau trong Tiéu vung Song Mé Kdng mo rong nén thudc
nay khdng con khuyén céo. Ngoai CQ, cac thubc khac ciing ting khang, ké ca
artemisinine va dan suat. Do vay, nhu cau can nhiéu nghién ctu danh gié hiéu luc thudc
méi hoac thudc phéi hop dua trén thude don thuan hién ding tai cac nuéc nay. Tai tiéu
vung Song Mé Kong, tinh trang cham lam sach P. falciparum va khang artermisinin
dang dién tién phtic tap va ty 18 ton tai thé vo tinh ngay D5 dugc ghi nhan ngay cang
tang. S6 s6 ca P. falciparum da giam, nhung ty Ié ca sau khi diéu tri DHA-PPQ ton tai
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thé vo tinh Dj tang tir 26% dén 45% song song Vi gia tang thét bai trong diéu tri voi
DHA-PPQ duogc bao cao tir 2008-2013 [78].
1.5. Ky sinh tring sét rét Plasmodium gay bénh & nguoi

P. falciparum cé pho lam sang da dang va bénh ly bénh phuc tap, gay ac tinh, tu
vong va da khang thudc so véi cac loai khac Dén nay, da ghi nhan 5 loai gay bénh cho
nguoi, gom Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale va P. knowlesi.
1.6. Mét so chi diém phan tir lién quan khang thudc sét rét ¢ P. falciparum
1.6.1. Gen m& hda cho protein Kelch (Kys3)-chi diém phan tir khang artemisinin

Gen Kelch 13 nam trong doan gen tir nucleotide 1724848 dén nucleotide 1727028 véi
chiéu dai 2180 nucleotide ma hda cho protein Kelch c6 726 acid amin. Gen K3 duoc Xac
dinh lién quan khang artemisinin dau tién boi Ariey va cong sy (2014) tai Campuchia
véi 17 alen dot bién, trong d6 ¢ 3 dot bién xuat hién voi tan sb cao, kiéu gen C580Y,
R539T va Y493H [89],[91].

Bang 1.1. Cac dot bién trén gen Ky theo phan loai Té chirc Y té thé gi6i [92]

Vi tri @6t bién xac dinh khang Vi tri @t bién c6 lién quan khang
Fa46l P553L P441L G538V
N458Y R561H G449A V568G
M476l1 C580Y C469F P574L
Y493H A481V F673l
R539T P527H A675V
1543T N5371

1.6.2. Chi diém phan tir dé xac dinh khang piperaquine phosphate

P. falciparum khang mot phan artemisinin va hién nay da xac dinh duoc chi diém phan
tir khéng artemisinin 13 dot bién trén gen Ky3. Cac nghién cau cua Benoit Witkowski (2017),
Roberto Amato va cong su (2017) [100],[101] dugc thuc hién & Campuchia phéat hién ra cac
chi diém phan tir khang piperaquine (PPQ) la c4c bién thé da hinh trén gen Plasmepsin 2
(PM2) va Plasmepsin 3 (PM3) trén nhiém sic thé 14.Ho gen plasmepsin gom 4 gen
plasmepsin 1, 11, 111, IV [101], trong d6 chi c6 gen PM2-3 lién quan dén gia ting ty 1& 1Cs
trong thtr nghiém voi PPQ. Dang hoang dai cua KST chi mang 1 ban sao cua gen PM 2-3;
dang dot bién mang 2 ban sao gen PM2-3.

Amato va cong su (2017) [101] x4c dinh bén canh bién thé da hinh trén gen PM 2/3
con ¢ mot marker bd sung 13 cac dot bién da hinh trén gen exonuclease trén nhiém sic
thé s 13 (exoE415G).

1.6.3. Mt s6 chi diém da khang thudc cia ky sinh tring P. falciparum
- P. falciparum chloroquin resistance transporter (Pfcrt)

P. falciparum chloroquine resistance transporter (Pfcrt) la mot doan gen 13-exon
nam trén phan doan 36kb cua nhidm sic thé s6 7, gen ndy c6 dot bién diém lién quan
khang CQ tir Chau A, Chau Phi va Nam My [105]. Pfcrt 1a chi diém dé cap P.
falciparum khang CQ thong qua dot bién trén kénh van chuyén thudc CQ. Cac dot bién
trén kénh van chuyén (crt) kich hoat qua trinh day CQ ra khoi khong bao tiéu hoa, ngan
can CQ lién két véi nhan heme. Chen (2003) [108] da phat hién dot bién gen Pfcrt khang
CQ tai vi tri acid amin 72, 74, 75, 76, 97, 144, 160, 220, 271, 326, 356, 371.

- Chi diém P. falciparum multi-drugs resistance (Pfmdr1)

Pfmdrl 13 gen da khang thudc lién quan thay ddi tinh nhay véi nhiéu thudc. Gen

Pfmdrl nam trén nhidm sac thé 5, ma hoa protein s6 12 domain xuyén mang duoc goi la
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Pfmdrl hay “Pgh-1". Pfmdrl dinh vi ¢ khong bao ti€u hoa, 1a noi hoat dong cua CQ, ké
ca thude quinine. Dir liéu nghién cau vé MQ b sung nghién cau lam sang vé mbi lién
quan giira tang sd luong ban sao Pfmdrl va ting nguy co that bai cua liéu phap don tri
licu MQ hoac phéi hop ASMQ [113].

Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. P6i twong va phwong phap nghién ciru ciia muc tiéu 1
Xéc dinh thanh phan loai, mat do, tap tinh caa mudi Anopheles spp. va ty 1& An. minimus
va An. dirus nhiém Plasmodium spp. bang ky thuat sinh hoc phan tor tai 4 tinh Tay
Nguyén, 2019-2022.

2.1.1. Poi twong, dia diém va thoi gian nghién ciru

Poi twong nghién ciru: Mudi Anopheles truong thanh thu thap tai cac diém diéu tra va
ky sinh triing Plasmodium spp. trong co thé mudi sbt rét.

Thoi gian nghién ciu: Tir ndm 2019 dén nim 2022.

Pija diém nghién ciu: Chon cac dia diém nghién ciru ¢d sét rét luu hanh phuc tap va
dién tién dai ding cua 4 tinh Tay Nguyén Kon Tum, Gia Lai, Pak Lak, Bak Nong.

2.1.2. Phwong phap nghién cuu

2.1.2.1. Thiét ké nghién cizu: Nghién citu ngang md ta.

2.1.2.2. C& m4u: d¢ xac dinh thanh phan loai Anopheles: s dung toan bo mudi
Anopheles thu thap dugc qua cac phuong phap déu duoc dinh loai bang hinh thai ngoai
xac dinh thanh phan loai Anopheles tai cac diém nghién cuu.

2.1.3. Cac ky thuat sir dung trong nghién cau

- K§¥ thuat diéu tra mudi Anopheles, k¥ thuat bat mudi Anopheles bang bay dén trong va
ngodi nha ban dém, bit mudi Anopheles moéi ngudi trong va ngoai nha ban dém, bat
mudi bang by man méi gia sc.

- K§ thuat dinh loai mudi Anopheles.

- K5 thuat tach chiét DNA tong s6 ciia mudi Anopheles

- K thuat PCR dé dinh loai An. minimus s.1. va An. dirus s.1.

Ky thud@t PCR d@é dinh loai An. minimus s.l.: Phan tng PCR duoc thuc hién sir dung céc
cap mdi xac dinh phuc hop loai theo Hoang Kim Phc va cs (2003).

Ky thudt PCR dé dinh loai An. dirus s.l.: Phan tmg PCR dugc thuc hién theo quy trinh
cua Ngb Thi Huong va cs. (2001).

Ky thugt ddPCR phat hign nhiém KSTSR trong mudi: Phan tng ddPCR xét nghiém
Plasmodium duoc tién hanh véi mau DNA da tach chiét véi trinh ty mdi qMAL duoc
thiét ké trén ving gen 18S rRNA dic hiéu cho Plasmodium spp. theo nghién ciu cua
Wampfler va cong sy (2013). Trinh ty moi bao gom:

QMAL_fw TTAGAT TGC TTCCTT CAG TRC CTT ATG

QMAL_rev TGT TGAGTC AAATTA AGC CGC AA

2.1.4. Cac thuat ngir va chi sé sir dung trong muc tieu 1

- Cac thuat ngir: thanh phan loai Anopheles, mat do mudi Anopheles, ty 1& nhiém ky sinh
triing sot rét trong co thé mudi.

- Céac chi sb trong nghién ciu mudi Anopheles: Mudi Anopheles thu thap bang moi
ngudi dugc tinh mat do theo cdng thiec, Mudi Anopheles thu thap bang bay dén duoc
tinh mat do theo cbng thic, Mat do6 mudi bat & chudng gia stc, thanh phan loai mudi
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Anopheles, ty 18 nhiém Ky sinh tring sot rét trong co thé mudi.

2.2. Poi twong va phwong phap nghién ciru ciia muc tiéu 2

Phan tich cac chi diém phan tir khang thudc: Kys, Plasmepsin 2, Exonulcease, Pfmdri, Pfert
trong quan thé Plasmodium falciparum tai diém nghién ciu.

2.2.1. Poi twong, dia diém va thoi gian nghién ciu

Poi twong nghién ciru: Mau mau kho trén gidy tham Whatman tir cac bénh nhan sét rét
nhiém loai P. falciparum don thuan hoac nhiém phdi hop cé P. falciparum tai cac viing
SRLH va tai cac co s& kham chita bénh - noi bénh nhan dén kham va diéu tri thuoc bén
tinh Tay Nguyén.

Thoi gian nghién ciu: Tir nim 2019 dén nam 2022.

Pia diém nghién ciu: Chon cac dia diém nghién ctu dya trén mot sé x4, huyén, tinh
dang c6 sbt rét luu hanh phirc tap va dién tién dai dang cua 4 tinh Tay Nguyén Kon Tum,
Gia Lai, Pik Lak, Bak Nong.

2.2.2. Phuwong phap nghién ciru

2.2.2.1. Thiét ké nghién ciru: Nghién ctiru mé ta c6 phan tich.

2.2.2.2. C# mdu, chen miu: thu thap mau thuan tién, thu thap tat ca cdc mau mau
duong tinh véi P. falciparum tir cac dia diém nghién ciru tir ndm 2019 dén 2022.

2.2.3. Cac ky thuat sir dung trong nghién cau

- Ky thugt tach chiét DNA téng sé

- Ky thud@t PCR xdc dinh chiing logi KSTSR: Cac cap mdi dic hiéu duoc ding gom
P5-P6; FF-FR; VF-VR; MF-MR; OF-OR. Quy trinh dinh loai Plasmodium spp. cling
duoc st dung theo quy trinh dé cuong cua TCYTTG.

- Ky thuat PCR - giai trinh tw phat hién dot bién diém trén gen Ki3: Phan Gng
nested-PCR duoc thuc hién véi 2 cap mdi trén ving gen Ky propeller [89].

K13 _PCR_F 5’-CGGAGTGACCAAATCTGGGA-3’

K13_PCR_R: 5’-GGGAATCTGGTGGTAACAGC-3°

K13_N1_F: 5’-GCCAAGCTGCCATTCATTTG-3’

K13_N1_R: 5’-GCCTTGTTGAAAGAAGCAGA-3’

- Ky thuat thuc hién PCR - giai trinh tw phat hién dét bién diém trén gen
exonuclease lién quan dén khang piperaquine phosphate

San pham DNA sau khi tach chiét s& dugc tiép tuc st dung dé thu nhan ving gen
exonuclease dé phan tich dot bién E415G theo chu trinh cia Amato va cong su (2017).
Trinh ty moi dé thu nhan gen exonuclease liét ké bang sau [101] .
MOGi Xudi 5-GCACCT CCTATCATCAGATGATACC-3

Mo6i ngugc 5-GAAGGTGTTCCTTCCTCTTTTCTT G -3

- Ky thuat thwc hién realtime - PCR xac dinh cac bién thé da hinh caa gen
Plasmepsin 2 lién quan dén khang piperaquine phosphate

Str dung k¥ thuat realtime-PCR diing Tagman probe dé xac dinh bién thé da hinh cua
gen Plasmepsine 2 lién quan dén khang piperaquine phosphate theo quy trinh caa Ansbro
va cong su (2020) [117], trinh tu mdi va probe theo bang dudi day.
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plasmepsinll-1F 5 -ATGGTGATGCAGAAGTTGGA- 3
plasmepsinll-1R 5'-AACATCCTGCAGTTGTACATTTAAC- 3
plasmepsinll-probe| 5'Fam -CAGGATCTGCTAATTTATGGGTCCCA - BHQ1
Btubulin-1F 5 -TGTGCGCAAGTGATCC- 3
Btubulin-1R 5'-TTTGTGGACATTCTTCCTC- 3

B-tubulin-probe S'HEX-CACATGCCGTTAAATATCTTCCATGTCT-BHQ1

- Ky thuat PCR-giai trinh tw phat hién dét bién diém trén gen Pfcrt: San pham
DNA sau khi tach chiét s& duoc tiép tuc sir dung dé thu nhan ving gen Pfert st dung ky
thuat PCR dé phén tich dot bién SNP theo chu trinh ciia Chen va cong su (2003). Trinh
tu mdi dé thu nhan gen dugc liét ké trong bang sau.

D1 5-TGT GCT CATGTG TTT AAACTT-3’

D3 5>-AAA GCT TCG GTG TCG TTC-3°

E3 5>-CTT ATACAATTATCT CGG AGC AGT-3’
F1 5’>-GTC ATG TTT GAA AAG CAT ACA GG-3°
E4 5’-CCA AGA ATA AAC ATG CGA AAC C-3°
F2 5’-ATT TCT TAT AGG CTA TGG TAT CC-3°
4A 5’-TAGGAACGACACCGAAG-3

4B 5’-ATAGTATACTTACCTATATC-3

- Ky thuat realtime-PCR xac dinh bién thé da hinh caa gen Pfmdrl
Str dung k¥ thuat realtime-PCR dua trén SYBR green dé xac dinh bién thé da hinh
cua gen Pfmdrl lién quan dén khang mefloquine theo quy trinh cua Chavchich M. va
cong sy (2010) [118]. trinh ty moi theo bang duéi day:
MDR1-T1F TATGCATTTGTGGGAGAATCAG

MDR1-T1R CTCCTTCGGTTGGATCATAAAG

LDH-T1F AGGACAATATGGACACTCCGAT

LDHTI1R TTTCAGCTATGGCTTCATCAAA

2.2.4. Cac bién sb sir dung trong muc tiéu 2

- Ty 18 cac dot bién khang thudc, ty 1¢ cac dot bién khang thudc theo nam.

2.3. Phan tich va xir Iy s0 liéu

- S6 lidu thu thap duoc ghi vao cac biéu mau da thiét ké sin trong form; Phan tich, xt ly
theo phan mém Excel; Ung dung cac phan mém Sinh tin nhu Geneious RS, dir liéu gen
trén Genbank dé phan tich céc trinh tu nucleotide céc gen khang thudc cua P.
Falciparum; Ung dung phan mém R v& ban d6 phan bé céc gen khang thude.

2.4. Khia canh dao dwc trong nghién ciu

- Pé cuong luan an dugc théng qua Hoi ddng phé duyét dé cuong va Hoi dong Pao
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duc Y sinh cua Vién Sot rét-KST-CT Trung uong; ‘ ,
- D¢ cuong da thong qua Hoi dong I§h0a hoc va Hoi dong Pao duc Y sinh Vién Sot
rét-KST-CT Quy Nhon trudc khi trien khai nghién cuau tai Vién;

Chwong 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Két qua xac dinh thanh phan loai, mat a9, tap tinh cia mudi Anopheles spp. va
ty 18 An. minimus va An. dirus nhiém Plasmodium spp. bing k§y thuit sinh hec phan
twr tai 4 tinh Tay Nguyén, 2019-2022
3.1.1. Thanh phan loai mudi Anopheles tai cac diém nghién ciru

Tong s6 ca thé mudi thu thap duoc trong nghién citu géom 6957 ca thé, trong do tai
Kon Tum thu dugc 13 lodi, tai Gia Lai 1 14 loai, tai Dak Lik 1a 13 loai va tai Bak Nong
la 12 loai.

Bang 3.1. S6 lweng Anopheles tai cac diém nghién ciru bang dinh loai hinh thai
Pia diém nghién ciru
1T Tén loai Kon | Gia | Pak | Pak
Tum | Lai | Lik | Néng

Téng
cong

An.  (Cell) dirus Peyton &

1 Harrison. 1979 89 0 157 | 141 387
2 | An. (Cell.) minimus Theobald, 1901 117 | 199 0 12 328
3 | An. (Cell.) aconitus Doenitz, 1902 266 | 293 | 284 79 922
4 | An. (Cell.) maculatus Theobald, 1901 | 135 | 345 | 370 | 303 1153
5 | An. (Cell.) annularis Haga 1930 0 16 0 0 16

5 ?géAEAno.) barbirostris Van der Wulp, 38 95 99 263 418
7 | An. (Ano.) crawfordi Reid, 1953 14 13 36 140 203
8 | An. (Cell.) jamesi Theobald,1901 229 | 523 | 33 212 997
9 ?308 (Ano.) peditaeniatus Leicester, o5 | 114 | 195 296 630
10 ?802 (Cell.) philippinensis Ludlow, 215 | 163 | 35 150 563

11 | An. (Ano.) sinensis Wiedemann, 1828 15 37 | 141 | 155 348
12 | An. (Cell.) splendidus Koidzumi 1920 0 291 | 48 0 339
13 | An. (Cell.) tessellatus Theobald, 1901 9 16 23 0 48

14 | An. (Cell.) vagus Doenitz, 1902 26 12 | 123 60 221
15 | An. (Cell.) varuna lyengar, 1924 13 | 236 | 10 125 384
Tong cong 1191 | 2353 | 1477 | 1936 | 6957

Thu thap 715 véc to sot rét chinh An. dirus va An. minimus tai 4 tinh Tay Nguyén
Kon Tum, Gia Lai, Pak Lik va Dak Nong, trong d6 tai Kon Tum va bk NoOng c6 mat ca
2 véc to chinh 1a, cac tinh con lai chi phéat hién An. dirus hoac An. minimus, thu dugc véc
to phu ving doi ndi gdm An. aconitus va An. maculatus, véi sé luong nhiéu nhat 1a An.


http://mosquito-taxonomic-inventory.info/monograph-culicidae-or-mosquitoes
http://mosquito-taxonomic-inventory.info/monograph-culicidae-or-mosquitoes
http://mosquito-taxonomic-inventory.info/node/12355

maculatus gdm 1153 cé thé (16,57%).
3.1.2. Mat dé va tap tinh hoat dong dot ngudi Anopheles tai cac diém nghién ciu
3.1.2.2. Mt dp véc to st rét
Bang 3.14. Mat dd véc to sdt rét qua cac phwong phap & Kon Tum

Phuong phap thu thip mubi
TT | Thanh phanlodi | BDTN | BDNN | MNTN | MNNN | BMGS
c/d/d c/d/d c¢ng/d | c/mg/d | c/m/d
1 | An.dirus 0,25 0 0,38 0,88 2,71
2 | An. minimus 0,31 0 0 0,44 4,38
3 | An. aconitus 1,00 0 0,31 0,44 9,92
4 | An. maculatus 1,19 0 0,13 0,63 4,33
S6 loai 5 3 4 5 13

Tai Kon Tum, BMGS bit duoc nhiéu loai nhat gom 13 loai véi mat do cao; phét
hién duoc ca hai véc to chinh An. dirus va An. minimus bang cac phuong phap BDTN,
MNTN, MNNN, BMGS, khong bét duoc mudi ¢ phuong phap BDNN; bang phuong phap
moi ngudi thu dugc 5 lodi Anopheles, trong nha 1a 4 loai va ngoai nha 1a 5 loai, mat do

chung d6t ngudi ngoai nha 14 2,39 ¢/ng/d cao hon nhiéu so véi dot ngudi trong nha.
Bang 3.15. Mat dg véc to sot rét qua cac phwong phap ¢ Gia Lai

. +  ~. | BDTN | BDNN | MNTN | MNNN | BMGS

TT | Thanhphanloal |~ 44 | ca/a | omgd | emgd | c/m/d
1 | An. minimus 0,25 0 0 0 8,13

2 | An. aconitus 0,5 0 0 0 11,87

3 | An. maculatus 1,82 | 0,12 0,69 2,81 | 10,75
S6 loai 8 4 3 6 14

Tai Gia Lai, twong tu tai Kon Tum thu thap mudi nhiéu nhat la BMGS; chi phat
hién dugc vee to An. minimus bang céc phuong phap BDTN va BMGS, khong bat dugc &
phuong phap BDNN va mdi ngudi; bing phuong phap moi nguoi thu dugc 6 loai
Anopheles, trong nha 1 3 loai va ngoai nha Ia 6 loai, mat do chung d6t ngudi ngoai nha 1a
2,81 c/ng/d cao hon nhiéu so véi dt ngudi trong nha (0,69 c/ng/d).

Bang 3.16. Mat dd véc to sot rét qua cac phwong phap & Pak Lak
T Tram pninioai BTN | BOAN [T A oS
1 | An.dirus 2,69 0 0,31 4,38 1,63
2 | An. aconitus 1,13 0 0,06 0,06 11
3 | An. maculatus 0,94 0,06 0,5 1,44 13,12
S6 loai 9 3 4 8 13

Tai Pak Lak, phuong phdap BMGS bat dwoc nhiéu loai nhat gom 13 loai voi mat
d6 cao; chi phat hién duoc véc to An. dirus bang cac phuong phéap BDTN, MNTN,
MNNN, BMGS, khong bét dugc ¢ phuong phap BDNN; bang phuong phap moi nguoi thu
duoc 8 Ioal Anopheles, trong nha 1a 4 loai va ngoai nha 1a 8 loai, mat d6 chung dot ngudi
ngoai nha 14 5,88 ¢/ng/d cao hon nhiéu so vai ddt ngudi trong nha.

Bang 3.17. Mat dd véc to sot rét qua cac phwong phap & Pik Nong
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MNN
T o o BN AN NI | e
c/ng/d
1 | An.dirus 1 0 0,81 1,81 3,46
2 | An. minimus 0 0 0 0 0,50
3 | An. aconitus 0 0 0 0 3,29
4 | An. maculatus 0,75 0 0 0,25 11,96
S loai 5 1 2 3 12

Tai Bak Nong, BMGS bat dugc nhiéu lodi mudi nhat gom 12 loai véi mat do cao;
phat hién dugc ca hai véc to chinh An. dirus va An. minimus bang cac phuong phap
BDTN, MNTN, MNNN, BMGS, khdng bit duoc ¢ phuong phap BDNN; bang phuong
phap modi ngudi thu duoc 3 lodi Anopheles, trong nha Ia 1 loai va ngoai nha la 3 loai, mat o

chung d6t ngudi ngoai nha 14 cao hon nhiéu so véi dot ngudi trong nha.
3.1.2.3. Tap tinh hoat dong dot ngwoi ban dém cia Anopheles

Dé xac dinh thoi gian hoat dong d6t nguudi trong dém cua cac véc to sbt rét, ky
thuat moi nguoi truc tiep suot dém trong va ngoai nha dugc thuc hién tai cac dieém
nghién ctru. Cac két qua dugc trinh bay dudi dang cac hinh vé biéu do.

Hinh 3.1, 3.2., 3.3, 3.4.: Thoi gian d6t nguoi trong dém ciia cac véc to tai cac diém

Tai Kom Tum, cac véc to bat dau dét nguoi tir rat som (18 — 19 giv), mat d¢ tang cao
vao khoang thoi gian tir 20-24 gio va sau do giam dan vé sang. Véc to sot rét chinh An.
dirus c6 mat do dot nguoi dat dinh tir 22-23 gio voi mat do cao nhat 13 0,38 ¢/g/ng; véc to

Kon Tum

Dak Lak

nghién cau

Gia Lai

Dak Néng
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s6t rét chinh An. minimus c6 mat d6 cao nhat Iic 21-22 gio véi chi s6 0,25 c/g/ng; véc to
phu An. aconitus va An. maculatus c6 mat do dat dinh lan luot 12 0,25 c/g/ng va 0,19 c/g/ng
vao ldc 21-23 gio.

Tai Gia Lai, chi bat duoc An. maculatus bang phwong phap moi nguoi, va véc to phu
nay bt dau dét ngudi tir rat sém (18 — 19 giod), mat do tang cao dat 0,88 c/g/ng vao khoang
thoi gian tir 22-23 gio va sau do giam dan.

Tai Dak Lik, cac véc to bat dau dot nguoi tir rat som (18 — 19 gio), mat do tang cao
vao khOang thoi gian tr 20-24 gio va sau d6 giam dan vé sang. Véc to sdt rét chinh An.
dirus c6 mat do dét nguoi dat dinh tir 21-23 gio v6i mat do cao nhat 1a 0,94 c/g/ng; hai véc
to phu An. aconitus va An. maculatus c6 mat do dat dinh cao lan luot 13 0,06 c/g/ing va 0,63
c/g/ng vao luc 21-23 gio.

Tai Dak Nong, cac véc to bat dau dot nguoi tir rat som (18 — 19 gid), mat do tang cao
vao khoang thoi gian tir 20-23 gio va sau do giam dan. Véc to sét rét chinh An. dirus c6 mat
d6 @6t nguoi dat dinh tir 20-22 gio voi mat do cao nhat 1a 0,94 c/g/ng; véc to phu An.
maculatus c6 mat d6 dat dinh la 0,19 c/g/ng vao lic 21-22 gio.

3.1.3. Xac dinh Phiic hop Minimus va Dirus bang ky thuat PCR

Cac mau mudi 1a An. minimus s.1 va An. dirus s.l. s& dugc tch chiét DNA va thuc
hién phan ung PCR véi doan mdi muc tiéu dé dinh loai chinh xac lodi véi kich thudc ly
thuyét du doan khoang 185 bp cho An. minimus va 120 bp cho An. dirus. Két qua duoc
thé hién qua Hinh 3.5-3.7 va Bang 3.19.

() ) 1 2 3 4 5 6 (+C) M 8 9 10 11 12 13

Hinh 3.5. va Hinh 3.6. Pién di san pham PCR xac dinh loai Anopheles.

Ghi cha: A. (-); chitng am; (+): chting An. harrisoni, 503bp; giéng 7: chiing An.
minimus, 185bp; giéng 1-13: mau An. minimus, 185bp; M: thang chuan 100bp. B. (-);
chang am; giéng 1: ching dwong An. dirus, 120bp; giéng 2-11: miu An. dirus, 120bp;
M: thang chuan 100bp.

Biang 3.19. Két qua dinh loai phirc hep Minimus va Dirus biang ky thuat PCR

Pinh loai hinh thai Pinh loai PCR
TT | Diadiém | An. minimus | An.dirus N . Anopheles
An. minimus| An. dirus ,
s. s.| khac
2 An. aconitus
1 | Kon Tum 117 89 107 89 1 An. pampanai
7 An. varuna
2 | Gia Lai 199 - 190 - 1 An. aconitus
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2 An. pampanai
6 An. varuna
Pik Lik - 157 - 157 |
Pik Néng 12 141 10 141 2 An.varuna
Tong sb 328 387 307 387 21

Nhu vay, trong tong sé6 715 mau véc to véc to chinh qua dinh loai PCR cho thay
toan bo 387 mau An. dirus s.I thu dugc trong nghién ciru dé cho két qua 1a An.dirus dang
A; d6i véi 328 mau An. minimus s.l ¢6 307/328 mau duogc dinh loai 1a An. minimus va
21/328 mau cho két qua dinh loai la loai An. varuna, An. pampanai, An. aconitus.

3.1.4. Két qua xac dinh ky sinh triing sét rét trong An. minimus va An. dirus
Trong nghién cttu ndy, phan tich tong s6 694 mau mudi An. minimus va An. dirus.
Bang 3.21. S6 lwong miu sir dung phén tich ddPCR xac dinh KSTSR trong mudi

Thanh phin Dia difmponen i Téng oing

loai Anopheles| Kon Tum| Gia Lai | Pik Lik | Pik Nong '

An. minimus 107 190 0 10 307
An. dirus 89 0 157 141 387
Téng cong 196 190 157 151 694

Két qua xét nghiém bang ky thuat ddPCR cho thay c¢6 6 mau duong tinh véi gen
muc tiéu & ndng do cao trong phan tng, lan luot 1a miu M26 (11 ban/ul), K2 (13,8
ban/ul), M23 (15,2 ban/ul), K1 (19,5 ban/ul), M25 (21,4 ban/ul), KT13 (30,3 ban/ul). Tir
két qua nay, ching t6i tinh ra duoc néng do muc tiéu trong mau DNA tach chiét ban dau
la: 44 ban/pl (M26), 55,2 ban/ul (K2), 60,8 ban/ul (M23), 78 ban/ul (K1), 85,6 ban/ul
(M25), 121,2 ban/ul (KT13). Cac mau con lai, khong phét hién vi giot duong. Pay la
nhitng mau am tinh hoan toan.

Hinh 3.13. P6 thi néng dd muc tiéu trong phan wng ciia cac mau xét nghiém trong
nghién ciru nay (don vi: ban/pl).
Céac mau duong duoc ghi nhan qua ky thuat ddPCR duoc kiém tra cho két qua sé
lugng va ty 1¢ nhiém KSTSR trén véc to chinh duoc trinh bay theo Bang 3.22.
Bang 3.22. Ty Ié nhiém KSTSR trén miu An. minimus va An. dirus bang ddPCR

Loai véc to chinh

Pia diém An. minimus An. dirus
TT | nghién ciru s (+) Plasmodium s (+) Plasmodium
SL % SL %

1 Kon Tum 107 3 2,8 89 0 0
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2 | GiaLai 190 3 1,58 - - -
3 | Pak Lak - - 157 0 0
4 | Piak Nong 10 0 141 0 0

Tong sb 307 6 1,95 387 0 0

Ghi chii: (+): Dwong tinh; SL: s6 lwong

Tai Kon Tum, két qua phan tich ty I& nhiém Plasmodium spp. trong 196 mau cho
thdy chi ghi nhan 3 mau An. minimus c6 nhiém vai ty 1¢ 2,8%. Tai Gia Lai, qua phan
tich phan tich nhidm KSTSR bang ki thuat ddPCR 190 mau An. minimus ghi nhan c6 3
truong hop c6 su hién dién Plasmodium spp. chiém 1,58%. Cac diém con lai trong
nghién ctiu nay khdng phat hién dugc mau c6 nhiém KSTSR trong cac véc to chinh An.
minimus va An. dirus
3.2. Phan tich cac chi diém phan tir khang thudc Kis, plasmepsin 2, exonulcease,
Pfmdr1, Pfcrt trong quan thé Plasmodium falciparum tai diém nghién ciu
3.2.1. Xac dinh loai ky sinh trung Plasmodium spp. ctia cac mau nghién ciru

Trong thoi gian nghién ctu, nhém thyc hién thu thap téng cong 562 mau mau kho
vao trén giay thaim chuyén dung Whatman 3MM tu cac bénh nhan s6t rét nhlem loai P.
falciparum don thuan hoic nhiém phéi hop c6 P. falciparum. Cac mau gidy tham co
chira KSTSR s& dugc tién hanh tach chiét DNA va dinh loai lai bang ky thuat nested-
PCR. K¢t qui duog tring baygua slipadéidd 6va Bang 383. 9 10 11

Hinh 3.14. Két qua dién di dinh loai cac miu P. falciparum.
Ghi chu: (-); chung am; 1: ching duong P. falciparum véi kich thudc 205 bp;
2-11: mau duong tinh véi P. falciparum; M: thang chuan 1a ladder 100bp.
Bang 3.23. Két qua xac dinh loai cac miu mau nhiém P. falciparum

e DPia diém nghién ciu Téng cang
Thoi gian T - gt
Kon Tum| Gialai | Pk Lik BikNong (N=562)
2019 23 86 83 44 236
2020 - 89 48 82 219
2021 - 76 31 - 107
Tong 23 251 162 126 562

~ Quaphan tich ket qua xac dinh loai KST SR bang ky thuat PCR cho thay cac mau
deéu duogc xac dinh loai P. falciparum vai kich thudc 205bp.
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3.2.2. Két qua xac dinh dot bién diém trén gen ma hoa Ky; cia P. falciparum
Tong s6 562 mau P. falciparum tai cac diém nghién ctru, trong d6 tai Kon Tum c6
23 mau, Gia Lai 251 mau, Pak Lik 162 mau va Bak Nong 1a 126 mau dugc phan tich
day du da phat hién sy c6 mit cua 4 vi tri dot bién 1a R539T, C580Y, 1446F va A578S.
S6 luong va ty 18 ting loai dot bién gen Ky duoc tong hop va thé hién trong Bang 3.24.
Bang 3.24. S6 lwong va ty 18 cac dot bién trén gen Ky tai cac diém nghién ciu

y Pia diém thu thap mau nghién cieu
o Dot bien _ ] s Lo
Thai gian en K Kon Tum Gia Lai Pak Lak Pak Nong
Jen s (N=23) | (N=251) | (N=162) | (N =126)
Pfielch13-C580Y | S243% 60 7704 (60/86) 87,95% (73/83) 79,55% (35/44)
2019 (7/23)
Pfkelch13-R539T | 8,70% (2/23) 0% 0% 0%
Pfkelch13-C580Y - 08,88% (88/89)77,08% (37/48) 100% (82/82)
2020 Pfkelch13-R539T - 0% 2.1% (1/48) | 1,3% (1/82)
Pfkelch13-F4461 - 0% 0% 25,6%(21/82)
Pfkelch13-C580Y - 97,4% (74/76) | 100% (31/31) -
2021 Pfkelch13-R530T ] 0% 0% -
Pfkelch13-A578S - 1,329 (1/76) 0% -
Tong 0 88,45% 87,04% 87,3%
cong  PTREICh13-CS80Y  30.43%(7123)  ooopeh | (4iriey) | (110/126)
Pfkelch13-R539T | 8,70% (2/23) 0% 0,62% (1/162) | 0,79% (1/126)
] 16,67%
- 0 0, !
Pfkelch13-F446l 0% 0% (21/126)
Pfkelch13-A578S 0,40% (1/251) 0% 0%

Nhu vay, tai 4 tinh Tay Nguyén da ghi nhan sy ¢6 miat ciia dot bién C580Y vai ty
& tuong dbi cao 88,45% (222/251), 87,04% (141/162), 87,3% (110/126) tuong Gng &
cac ving sot rét luu hanh cua tinh Gia Lai, Pik Lak, Bak Nong, riéng tai Kon Tum ty 1é
dot bién nay khong cao bang chi 30,43% (7/23); dic biét phat hién sy c6 mat cua dot
bién moi F4461 véi ty Ié 1a 16,67% (21/126) trong nhdm mau cia Dak Nong; va mot ty
¢ nho dot bién R539T va A578S.
3.2.3. Két qua xac dinh bién thé da hinh gen Plasmepsin 2 ciia P. falciparum

Qua phan tich realtime-PCR sir dung probe dé phat hién bién thé da hinh trén gen
plasmepsin 2, cac trudng hop déu cd phan tng khuéch dai gen, céc gié tri s6 ban sao
duoc ghi nhan va tong hop vao Bang 3.26.



Bang 3.26. S6 lwong va ty 1é bién thé da hinh gen plasmepsin? tai diém nghién ciu
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AR . Pia diem nghién ctru
- Bién thé da hinh :
Thaigian gen plasmepsin2 | Kon Tum | Gia Lai | DPik Lik Dik Nong
(N=23) | (N=251) (N=162) (N =126)
2019 PM2/3 CNV 8,70% 69,77% 42,17% 34,09%
(>1,5) (2/23) | (60/86) | (35/83) | (15/44)
2020 PM2/3 CNV i 58,4% 79,17% 31,71
(>1,5) (52/89) = (38/48) | (26/82)
sop1 PM23 CNV 1,32% | 19,35% ]
(>1,5) (1/76) (6/31)
T(R)ng 56 PM2/3 CNV| 8.70% 45,82% 48,77% 32,54%
(>1,5) (2/23) | (113/251) @ (79/162) | (41/126)

Nhu vay, tai Kon Tum, Gia Lai, Dak Lik, Dak Nong tir ndim 2019 dén nam 2021
d3 ghi nhan sy c6 mat cua bién thé da hinh gen plasmepsin2 véi ty Ié tuong ung cho
ting tinh & trén 1a 8,7% (2/23), 45,82% (113/251), 48,77% (79/162) va 32,54%
(41/126).

3.2.4. Xac dinh ddt bién diém trén gen exonuclease lién quan dén khang
piperaquine phosphate caa P. falciparum
Céc trinh tu gen exonuclease cua 562 mau phan lap P. falciparum tai cac diém nghién
ctru dugc phan tich bang phan mém Geneious R8 va da phat hién sy c6 mat cua dot bién
E415G tai cac diém nghién cau, Két qua phan tich sé luong va ty Ié ting loai dot bién
thé hién trong Bang 3.27.

Bang 3.27. S6 lwong va ty & dot bién Exonuclease E415G tai cac tinh

s Pia diém nghién ciu cac tinh
Thai gian Dot bien : . TP P
Exo E415G = Kon Tum Gia Lai Pbak Lak Pak Nong
(N=23)  (N=251) | (N=162) @ (N=126)
3043% | 12,79% 49.4% 54,55%
2019 | BXOBALSG 759 (11/86) (41/83) (24/44)
1,12% 4,17% 59,75%
2020 | Ex0EA415G| - (1/89) (2/48) (49/82)
3,950 80,6%
2021 = ExoE415G - ) 25651) i
. 30,43% 5,98% 41,98% 57,94%
Tongcong Exo B41SG —75q (15/251) (68/162) (73/126)

Tinh vé tong thé, tai tinh Kon Tum, Gia Lai, Pak Lak, Pak Nong tir nim 2019-
2021 ghi nhan c6 mat dot bién exonuclease E415G véi ty 1¢é tuong tng ¢ ting tinh
30,43% (7/23), 5,98% (15/251), 41,98% (68/162) va 57,94% (73/126).

3.2.5. Két qua xac dinh cac dot bién diém trén gen Pfcrt caa P. falciparum

Céc trinh tu gen Pfert thu nhan duoc tir qua trinh giai trinh tu bang phan mém
Geneious R8 cua 562 mau P. falciparum tai cac diém nghién ciru duoc phan tich so
sanh, va da phat hién sy c6 mat dot bién Pfcrt F1451, Pfert T93S, Pfert HI7Y, Pfert
1218V, Pfcrt A220S va cac dot bién viing 72-76 trén cac doan gen Pfcrt tai 4 tinh nghién
ctru. Két qua phan tich sé luong va ty 1é dot bién thé hién trong Bang 3.28.
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Bang 3.28. S6 lwong va ty 1é dét bién trén gen Pfcrt tai diém nghién ciu

Thei| Dot bién biadiemnghiénciu
gian gen Pfcrt Kon Tum | Gia Lai Pak Lak Pak Nong
(N=23) | (N=251) | (N=162) (N =126)
Pfcrt (72-76 95% 0 0 0
CVIET) (22/23) 100%(86/86) 95,2% (79/83) 100% (44/44)
Pfcrt (72-76 0 0 0 0
CVIDT) 4,3% (1/23) 0% 2,4% (2/83) 0%
Pfcrt (72-76 0 0 0 0
CWET) 0% 0% 1,2% (1/83) 0%
Pfert (72-76 0% 0% | 1,2% (1/83) 0%
2019 WGIET)
Pfcrt F145I 0% 0% 2,4% (2/83) | 18,2% (8/44)
Pfcrt T93S 13% (3/23) | 1,2% (1/86) |18,07%(15/83)|11,36% (5/44)
Pfcrt HO7Y 4,3% (1/23) 0% 6,02% (5/83) | 15,9% (7/44)
Pfcrt 1218F 0% 0% 4,82% (4/83) | 2,3% (1/44)
Pfcrt A220S 100% 100% 100% 100%
Pfcrt (72-76 i 0 0 0
CVIET) 100%(89/89) 100% (48/48) 100% (82/82)
Pfcrt F145I - 0% 4,2% (2/48) | 6,1% (5/82)
2020 Pfcrt T93S - 5,6% (5/89) 0% 56,1%(46/82)
Pfcrt 1218F - 0% 0% 6,1% (5/82)
Pfcrt 1218V - 0% 0% 2,4% (2/82)
Pfcrt A220S - 100% 100% 100%
Pfcrt (72-76 i 0 0 i
CVIET) 100%(76/76) 100% (31/31)
- 0, 0 -
2021 Pfcrt F145I 0% 6,45% (2/31)
Pfcrt T93S - 1,3% (1/76) 74,19%(23/31) -
Pfcrt A220S - 100% 100% -

Nhu vay, trong s6 562 mau phan lap P. falciparum thu thap tai 4 tinh nghién cuu,
két qua phan tich dot bién trén ving gen Pfert ghi nhan su ¢ mat 4 kiéu motif ctia ving
72-76 1a CVIET, CVIDT, CVVET va WGIET va 5 loai dot bién khac la gom Pfert
F1451, Pfcrt T93S, Pfert HO7Y, Pfert 1218V va PfcrtA220S. Trong do, kiéu motif CVIET
ctia ving gen 72-76 va PfcrtA220S chiém wu thé véi ty 1& gan nhu tuyét ddi, ty 18 thu
duoc hau nhu 100% & cac diém nghién ctru trir nhém mau tai Kon Tum va Pik Lik tur

nam 2019-2019.
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3.2.6. Két qua xac dinh bién thé da hinh caa gen Pfmdrl caa P. falciparum

Qua phan tich realtime-PCR sir dung probe dé phat hién bién thé da hinh trén gen
Pfmdri, cac truong hop déu c6 phan tng khuéch dai gen, céc gia tri s6 ban sao dugc ghi
nhan va tong hop vao bang 3.30.

Bang 3.30. S6 lweng va ty 1& bién thé da hinh gen Pfmdr1 tai cac dia diém

N Pia diém nghién ciru
Thai gian byt bien - " iy & 21 A
Kon Tum | Gialai | Pak Lak | Dak Nong
(N=23) | (N=251) | (N=162) (N =126)
2019 Pfmdrl CNV 8,7% 5,81% 15,66% 15,91%
(>1,5) (2/23) (5/86) (13/83) (7/44)
Pfmdrl CNV 14,58% 28,1%
2020 151 1) ] 0% (7148) | (23/82)
2021 Pfmdrl CNV ] 1,32% 35,5% ]
(>1,5) (1/76) (11/31)
Téng s6 Pfmdrl CNV 8,7% 2,39% 19,14% 23,81%
(>1,5) (2/23) (6/251) (31/162) | (30/126)

Nhu vy, tai cac tinh Kon Tum, Gia Lai, Dak Lk, Dak Nong tir ndm 2019 dén nam
2021 ghi nhan su c6 mat bién thé da hinh gen Pfmdrl véi ty 1€ twong (ng cho ting tinh
o trén 1a 8,7% (2/23), 2,39% (6/251), 19,14% (31/162) va 23,81% (30/126).

Chuwong 4. BAN LUAN

4.1. V& két qua xac dinh thanh phan loai, mat dd, tap tinh cia mudi Anopheles
spp. va ty Ié An. minimus va An. dirus nhiém Plasmodium spp. bang ky thuat
sinh hoc phan tw tai 4 tinh Tay Nguyén, 2019-2022

4.1.1. Thanh phan loai mudi Anopheles tai cac diém nghién ciru

Tong so 6957 ca thé mudi thu thap duoc trong nghién ctu, tai Kon Tum thu
duoc 13 loai, tai Gia Lai 12 14 loai, tai Pak Lak la 13 loi va tai Dak Néng 1a 12 loai,
cho thdy c6 mit cac véc to chinh bao An. dirus va An. minimus, cac véc to phu duoc
phat hién bao gom An. maculatus va An. Aconitus, thu duoc nhiéu nhat la An.
maculatus v&i 1153 cé thé chiém ty 18 16,57%. Két qua dinh loai bang hinh théi da
xéac dinh 15 loai Anopheles da thu thap thuoc hai phan gidng: Phan gibng Anopheles
Meigen, 1818 c6 4 loai va phan giéng Cellia Theobald, 1902 c6 11 loai.

Thanh phan loai Anopheles & mién Trung-Tay Nguyén ciing nhu ca nudc ¢l Su
khac nhau dang ké giira cac vung, sinh canh ciing nhu thay d6i thanh phan loai theo
mua, theo vat chi va theo méc thoi gian. Nghién ctu cia Lé Khanh Thuan (1998) &
mién Trung-Tay Nguyén c6 48 loai Anopheles, trong d6 c¢6 2 véc to sét rét chinh gom
An. dirus, An. minimus va 3 véc to phu la An. aconitus, An. maculatus va An.
jeyporiensis; Nghién ctru mudi Anopheles & Tay Nguyén cia Nguyén Xuan Quang
(2011) [46] cho biét, khu bao ton thién nhién Pik Ha - Kon Tum c6 14 loai
Anopheles, vuon quoc gia Yok Don 17 loai, Pak Lak 15 loai Anopheles; mot nghién
ctru khac cua Nguyen Xuan Quang va cong su (2015) [49], cho biét, Gia Lai 15 loai;
Nhu vay, thanh phan loai trong nghién cttu ndy thap hon so véi cac nghién ciru trudc
[67].
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Két qua nay chiing to thanh phan loai khdng c6 sy ddng nhat trong cac nghién
ciiu, ¢6 nhicu bién doi, thay doi theo thoi gian. Hau hét cac nghién ctu trong céc giai
doan trudc day, thanh phan loai thudng phong phu hon so voi nghlen cuu trong 05
nim gan day. Piéu ndy mét phan do sinh canh ¢ su thay do6i nhiéu, dién tich rung tu
nhién giam dan.

Duya vao su ¢ mit cia véce to sét rét chinh An. dirus va An. minimus tai khu vuc
nghién ctiu cho thay tai cac dlem nghién cttu cua 4 tinh Tay Nguyén déu c6 nguy co
lan truyén Sot rét va nguy co mac s6t rét cho nguoi dan sinh sbng tai dia phuong.

4.1.2. Mt sb dic diém sinh thai va tap tinh cia Anopheles tai cac diém nghién citu
4.1.2.1. Mat dp véc to sot rét

Tai cac diém nghién ctu caa khu vic Tay Nguyén, phat hién dugc ca hai véc
to chinh An. dirus va An. minimus bang cac phuong phip BDTN, MNTN, MNNN,
BMGS. Phuong phap BDNN bat duoc rat it mudi Anopheles va hau nhu khong bat
duoc véc to sot ret C6 thé rang khi dat biy dén trong nha, nguon sang tap trung hon
nén thu hat mudi vao dén nhiéu hon, do dé6 phwong phap nay khong phan anh chinh
xac tap tinh hoat dong ban dém cua mu6i la & trong hay ngoai nha. Tap tinh nay duoc
danh gia chinh xac hon qua phuong phap méi nguoi.

Qua cac két qua nghién cau cho thady mudi Anopheles tai cac diém nghién cau
cua khu vuc Tay Nguyén c6 tap tinh hoat dong d6t ngudi ngoai nha cao hon trong
nha. Mot s nghién ciru khac ciing cho két qua twong tw. Obsomer va cong su (2007)
khi nghién ctu su khac nhau vé tap tinh Anopheles & Pong Nam A ¢6 lién quan dén
rimg, doi ndi va yéu té cia An. dirus A va An. minimus A cho thay mic do hoat dong
cia mudi & ngoai nha cao hon trong nha [20]. Nguyén Xuéin Quang va cOng su
(2015) [49], khi nghién cau tap tinh, vai tro truyén bénh cua véc to st rét & khu dan
cu va nha ray tai mot s6 ving SRLH mién Trung-Tay Nguyén, cho thay véc to chinh
An. dirus va An. minimus va&i mat do dot ngoai nha cao hon.
4.1.2.3. Hoat dong ddt nguwoi ban dém ciia cac véc to sot rét

Tai cac diém nghién ctu cia Kon Tum, Gia Lai, Dak Lik va Dik Néng, cac
véc to sot rét co tap tinh dét ngudi sudt dém va hoat dong rat sém (18 - 19 gid), mat
do tang cao sém va thuong dat dinh vao luc 22 - 23 gio. Két qua nghién ciu nay
glong véi ket qua cac nguyén ctru trudc day o Tay Nguyén: An. minimus hoat dong
dbt mau suét dém va co mat do cao nhat tir 22 dén 4 gio sang (Lé Khanh Thuan,
1997) [36]. Binh hoat dong dt moi caia An. dirus phd bién 1a tir 20 gio dén 24 gio.

Cac nghién ctru trude day ciling cho thdy An. minimus dét mau suét dém nhung
dinh hoat dong d6t mau thay doi theo mua va vung dia ly. An. minimus hoat dong dé6t
méu vé dém, cao diém tir 21 gio dén 3 gio, mua dong c6 thé som hon [35]. So voi két
qua nghién ctu cia Nguyén Xuan Quang (2011), (2019) [67], cac két qua vé thoi
gian hoat dong cua véc to va dinh hoat dong tuong dol c6 sy giong nhau. Két qua
nghién cuu cua Nguyen Xuan Quang tai cac Vuon qudc gla cua Tay Nguyén va tai
Khanh Hoa cho thidy mudi sét rét thu duoc co tap tinh d6t nguoi sudt dém va hoat
dong rat sém (18 - 19 gio), mat d6 ting cao sém va thudng dat dinh vao ldc 21 - 23
gio; trong d6 An. dirus thuong xuét hién dinh sém nhét.

4.1.3. Xac dinh Phirc hop Minimus va Dirus bing ky thuat PCR
Trong tong sé 715 mau véc to chinh qua dinh loai PCR cho thay toan b 387
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mau An. dirus s.I thu dugc trong nghién ctru dé cho két qua la An.dirus dang A; ddi
voi 328 mau An. minimus s.I ¢ 307/328 mau dugc dinh loai 1a An. minimus va
21/328 mau cho két qua dinh loai la lodi An. varuna, An. pampanai, An. aconitus.

So sanh két qua nghién ctru véi cac tac gia khac thuc hién tai khu vuc Tay
Nguyén cho thay, nghién cau Ngd Thi Huong va cong su (2004; 2007) bang phuong
phap PCR di xac dinh phirc hop Minimus tai c4c tinh MT- TN bao gom 2 loai la An.
minimus va An. harrisoni; phic hop Dirus thi chi méi phéat hién loai An. dirus; Qua
phan tich bang ky thuat PCR cho thiy tat ca c4 thé An. dirus s.I thu thap tai cac diém
nghién ctru déu cho két qua 1a An. dirus dang A. Két qua nay gidng voi két qua caa
Baimai va cong su (1987), Ngd Thi Huong va cong su (2004) [17], Truong Van Co
va cong su (2005) [31].

Nhu vay, dé xac dinh chinh x&c vé loai ciing nhu nghién ctru danh gia vé tap
tinh va vai tro truyén bénh cua ting loai trong phac hop Minimus, nhat 1a ¢ nhiing
noi ma ca 2 loai trong phac hop cing ton tai hoac cing phan bé véi mot sé loai co
quan hé gan gu1 nhu An. varuna, An. pampanai, An. aconitus, An. jeyporiensis thi
viéc ap dung cac ky thuat sinh hoc phan tu trong cac diéu tra vé con trung 1a hét stc
can thiét va quan trong.

4.1.4. Xac dinh Ky sinh trung sét rét trong An. minimus va An. dirus

Phan tich ty Ié nhiém KSTSR & cac véc to chinh An. minimus va An. dirus trong
nghién cttu ndy cho thay chi phét hién 6 truong hop mudi An. minimus duong tinh véi
KSTSR vai ty 1€ 1a 2,8% tai Kon Tum va 1,58% tai Gia Lai. C&c nghién ctru trudc day
cho thay ty & nhiém KSTSR caa An. minimus 1a 2,19% va caa An. dirus la 3,62% tai
cac vuon Québc gia & Kom Tum, Gia Lai va Khu bao ton thién nhién Ea S6 ¢ Pak Lak
(Nguyén Xuan Quang, 2012); tai Tay nguyén, két qua moé mudi cling di xac dinh c6
1,8% An. minimus nhiém KSTSR. Tai x& lakor, tinh Gia Lai ty I¢ nhiém thoa tring cta
An. minimus 1a 2,58 % vao nam [36]; Ng0 Thi Huong va cong su ciing da xac dinh
mudi An. dirus nhidm bang k¥ thuat ELISA voi ty 1¢ 1,22% & Gia Lai va 1,16% & Dak
Nong [124]. Két qua ty 1é mudi nhidm trong nghién ciu ndy thap hon nghién ctru trude
day, cu thé Nguyén Xuan Quang va cong su (2019) bang ky thuat ELISA da xac dinh
ty 1¢ duong tinh ciia An. minmus tai Chu R’Cam 1én dén 11,3% hay Chu Gu 1a 20%
hay la Kor 1a 3,85%; ty 1& duong tinh trong An. dirus tai Chu Gu 13 4,62%:; Diéu nay
cho thdy, cac loai véc to An. minimus va An. dirus van git vai trd chinh trong viéc lan
truyén sbt rét trong khu vuc théng qua ty 16 mudi nhiém KSTSR véi ty 1é cao & cac
viing sot rét luu hanh.

4.2. Phan tich céc chi diém phan tir khang thuéc Kis, Plasmepsin 2, Exonulcease,
Pfmdr1, Pfcrt trong quan thé Plasmodium falciparum tai diém nghién ciru
4.2.1. Xac dinh cac dot bién diém trén gen ma hda K5 propeller

Qua phan tich cac két qua thu duoc, cho thay dot bién C580Y duoc tim thay
trén cac mau phan lap P. falciparum tai ca 4 tinh Tay Nguyén Kon Tum, Gia Lai,
Pak Lak va Dak Nong véi ty 1é twong ddi cao 88,45% (222/251), 87,04% (141/162),
87,3% (110/126) twong ¢ng tai cac tinh Gia Lai, Dak Lik, Dak Néng, riéng tai tinh
Kon Tum thi ty 1¢ dot bién nay chi c6 30,43% (7/23). Dot bién nay ciing 1a dot bién
chu yeu dugc phét hién trong nghién ctu cua Ariey va cong su (2014) [89] va pho
bién nhat tai khu vyc Tiéu ving Séng Mé Kéng ma rong véi dot bién C580Y chiém
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khoang 85%, clng véi cac dot bién co ¥ nghia khac 1a R539T va Y493H. Pay la dot
bién chinh dugc tim thay trong céc nghién ctu vé dot bién trén viing gen Ky trong
khu vyuc Tiéu viung Séng Mé Koéng. Dot bién C580Y ciing da dugc xac nhan 1a co
lien quan hay anh huong manh dén qua trinh cham 1am sach ky sinh tring thé v tinh
cua P. falciparum (WHO, 2015).

Ngoai ra, két qua phan tich cac dot bién khac trén ving gen Ky ciing ghi nhan
su ¢6 mat mot sé dot bién khéac chua timg duoc béo cdo. Bac biét, dir liéu chi rang da
phat hién dot bién F4461 vai ty 1€ 12 16,67% (21/126) trong nhém mau cua Dik Nong
va mét ty 1é nho dot bién R539T va A578S. Pay la dot bién duoc cho 1 lién quan
dén cham “thanh thai hay 1am sach” thé vo tinh caa P. falciparum sau khi diéu tri
bang artemisinin [131].

4.2.2. Xac dinh bién thé da hinh caa gen Plasmepsin 2

Qua phan tich realtime-PCR str dung mau do dé phat hién bién thé da hinh trén
gen plasmepsin 2, cac truong hop déu co phan ung khuéch dai gen. Trong giai doan
tir naim 2019-2021 da ghi nhan su ¢ mat cua bién thé da hinh gen plasmepsin véi ty
1€ 8,7% (2/23); 45,82% (113/251), 48,77% (79/162), 32,54% (41/126) tuong (ng Vi
c4c tinh Kon Tum, Gia Lai, Pik Lak, Pak Nong. Ty I¢ nay thap hon cac nghién ciu
khac. Theo Amato va cong su (2017), ty 18 bién thé da hinh trén gen plasmepsin-2
tang tir 2010 dén nam 2013, tai Pursat 12 82%, tai Preah Vihear 1a 40%, Ratanakiri |2
15% [101]. Theo nghién ctru cua B Witkowski va cong su (2017), ty 1€ da hinh trén
gen plasmepsin cao tai mot sb tinh giai doan 2014-2015, cu thé tai tinh Pailin,
Raranakira, Mondulkiri, Siemriep, Stungtreng véi ty 1& lan luot la 91,2%; 45,5%;
25,4%; 91,2% va 63% [100]. Nghién ctu cua Imwong va cong su (2020) ciing thay
bién thé da hinh gen plasmepsin-2 chiém ty 1é cao & mot s6 viing ciia Campuchia nhu
Pursat, Pailin hay Champasak va Srisaket [129].

Tai Viét Nam, thong qua cac dir liéu nghién cau in vivo vai sét rét do P,
falciparum bang thuéc DHA-PPQ & da trung tim, ty ¢ that bai trén 10%, ty 1¢ bénh
nhan con ton tai thé vo tinh trén 10%, dong thai trén cac phan lap P. falciparum cé
Xuat hién ca dot bién gen K13 va ting sb ban sao plasmepsine biéu hién khang ca dan
suat artemisinine 1a dihydroartemisinine va piperaquine phosphate, nén cac di liéu
nay di minh chang khang ca hai thanh phan trong vién DHA-PPQ nén da gitp bd
sung dit liéu gop phan co s& thay d6i chinh séch thude sét rét qudc gia tir thuéc DHA-
PPQ chuyén sang dung pyronaridine tetraphosphate-artesunate (Pyramax®) phd bién
tir cudi nam 2020 dén nay.

4.2.3. X4ac dinh d6t bién diém trén gen exonuclease lién quan khang piperaquine
phosphate

Qua phan tich s liéu tai Kon Tum, Gia Lai, Pak Lak, Pik Nong tir nam 2019-
2021, da ghi nhan sy c6 mat dot bién exonuclease E415G véi ty & twong tng tai tirng
tinh la 30,43% (7/23), 5,98% (15/251), 41,98% (68/162), 57,94% (73/126). Nghién
ctru ctia Amato va cong su (2017) tai Ratanakiri ty 1& xuat hién dot bién nay 1a 8%,
tuy nhién tai Preah Vihear va Pursat c6 ty 1€ kha cao lan luot 12 37% va 82% trén cac
mau nam 2013 ciing tuong ty [101].

4.2.4. Xac dinh cac djt bién diém trén gen Pfcrt
Trong s6 562 mau P. falciparum thu thap, két qua phan tich cac dot bién trén
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viing gen Pfcrt ghi nhan sy c6 mit 4 kiéu motif cia ving 72-76 1a CVIET, CVIDT,
CVVET va WGIET va 5 loai d6t bién khac 1a Pfcrt F145I, Pfcrt T93S, Pfcrt HI7Y,
Pfcrt 1218V va PfcrtA220S. Trong d6 kiéu motif CVIET cua ving gen 72-76 va
PfcrtA220S chiém uu thé gan 100% & cac diém nghién ciru, ngoai trir tai tinh Kon
Tum va Pak Lik nim 2019. Piéu ndy ciing dugc bao cdo trong nghién ciru cia
Imwong va cong su (2020), két qua nghién ciru cho thay locus tir vi tri 72-76 trén gen
Pfcrt dot bién thanh kiéu gen CVIET ¢ hau hét quan thé mau phan lap caa P.
falciparum tai khu vuc Tiéu viing Séng Mé Kéng [129].

Su 1am rd vé co ché khang va con duong 12y lan khang céc thudc sét rét khong
chi cung cép nhitng hudéng di méi cho nghién cau vé bénh sét rét va gitp ching ta
hiéu sdu hon vé dich t& hoc phan tir cua bénh sét rét do P. falciparum, ma con gop
phan vao viéc phét trién cac bién phap mai kiém soat vé mat di truyén ddi vai bénh
s6t rét. Su hiéu biét sdu sic hon nay ciing co6 thé cai thién viéc quan Iy cac bénh
truyén nhiém khac c6 lién quan dén van dé khang thudc.

4.2.5. Xac dinh bién thé da hinh cia gen Pfmdrl trén P. falciparum

Qua phan tich realtime PCR sir dung probe dé phét hién bién thé da hinh trén
gen Pfmdr1, cac truong hop déu c6 phan tng khuéch dai gen. Trong giai doan tr ndm
2019-2021, trong s6 562 mau da ghi nhan su c6 mat bién thé da hinh gen Pfmdrl véi
ty 1& 8,196(2/23), 2,39% (6/251), 19,14% (31/162), 23,81% (30/126) tuong wing tai
cac tinh Kon Tum, Gia Lai, Dak Lék, Pik Nong. Ty & ndy tuong tu nhu cac nghién
ctru khac tai Campuchia, nhu nghién ciu cia Amato va cong su (2017), ty 1é bién the
da hinh trén gen Pfmdrl tai Preah Vihear la 15%, Pursat la 8% va tai Ratanakiri
khong ghi nhan mau nao co bién thé da hinh gen Pfmdrl [101]. Ty & bién thé da hinh
gen Pfmdrl tai cac diém trong nghién cuu tai 4 tinh Tay Nguyén - Viét Nam ciing
tuong tu Voi mot sé khu vuc tiéu ving séng Mé Kong, cu thé két qua nghién cau
Imwong va cong su (2020) cho thay ty Ié dot bién nay la 13% & Mandalay, 19% &
Maesot (Thai lan), Nam Lao 1a 4% va 8% ¢ Stung Treng (Bac Campuchia) [129]. Két
qua nay cling phu hop véi dit liéu cua cac nghién ctru lam sang cho thay méi lién
quan gitra tang so lugng ban sao Pfmdrl va tang nguy co that bai caa liéu phap don
tri liéu mefloquine hoic phdi hop artesunate-mefloquine vé khia canh sinh hoc phan
tr [113]. TCYTTG ciing di xac nhan sy gia ting s6 luong ban sao caa gen Pfmdrl c6
lién quan dén khang mefloquine [132].

Tinh trang khang artemisinin va céc thudc phdi hop ¢ cap do phan tir da lan rong
ca khu vuc Tay Nguyén; céc chi thi phan tir khang artemisinin cO su gia tang theo
thoi gian, cu thé theo nghién ciru cia Huynh Hong Quang va cong su (2016) xéac dinh
ty 1& dot bién C580Y tai Gia Lai la 36,5% va tai Dak Nong la 24,6% [127]; nghién
ciru ctia Nguyén Thi Minh Trinh va cong su (2016) ciing da xac dinh tai Gia Lai la
11,59% (11/96) [128]; dén 2019 theo két qua & trén thi ty Ié cua dot bién C580Y nay
tai 4 tinh Tay Nguyén dao dong tir lan luot 12 30,4% dén 87,95%, dén nam 2020-
2021 ty I¢ tang 1én dén 100% & Pak Nong va Pak Lak, cho thay tinh trang khang
artemisinin dang md& rong ving phan bb. Béi voi cac thube phdi hop ciing cho két
qua tuong tu, bién thé da hinh gen plasmepsin 2 va dot bién E415G trén gen
exonulease, 1a chi thi phan tir cho khang PPQ, cac dot bién tren gen Pfcrt lién quan
khéang PPQ va bién thé da hinh gen Pfmdr1 lién quan khang MQ va da khang ciing
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gia tang theo thoi gian.

Két qua nay cling véi ty 18 that bai diéu trj trén 1am sang va ty I thé vo tinh con
tén tai ngay D3 cho thay bac tranh khang thudc cip do phan ta ¢ khu vuc Tay
Nguyén va & Viét Nam dang & muc canh béo; diéu nay di dugc ching minh bang
viéc thay ddi chinh sach thudc sét rét chuyén tir DHA-PPQ sang ding pyronaridine
tetraphosphate-artesunate pho bién tir cudi nam 2020 dén nay. Hién nay, tinh trang
khang thudc lan rong va giam nhay véi mot sb thudc cé hiéu luc cao hién dung trong
Chinh s&ch thudc sét rét Quéc gia nhu hién nay c6 xu huéng lan rong, néu khong c6
thudc &ng vién thay thé 1a mot thach thac. Trong thuc hanh 14m sang diéu tri sbt rét
do P. falciparum tai Viét Nam 1a chi dinh dung thudc phdi hop artesunate-
pyronaridine (Pyramax®) con hiéu luc cao, song ty 18 ton tai thé vo tinh ngay D3
dwong tinh con cao trén 30%, dong thoi cac chi diém phan tar dot bién gen Ky, dic
biét kiéu hinh C580Y lién quan dén khang artesunate trong thanh phan tha nhat caa
vién Pyramax trén quan thé P. falciparum Ia tinh trang khang thuéc mot phan déi véi
artesunate, diéu do chi ra chiing ta can nghién ctu giam sat hiéu luc thudc in vivo trén
Ién) sang va viéc sir dung va theo ddi giam sat hiéu luc thudc thuong xuyén 12 can
thiét.

Hai két qua trén day 1a hai khia canh dang duoc quan tm hang dau trong chién
lugc loai trir sot rét trong giai doan tir nay dén 2030, d6 1a tinh trang khang thudc diéu
tri st rét va van dé kiém soat véc to sbt rét. Bac tranh khang thudc st rét nay két
hop véi tinh trang ¢6 mot ty 16 mudi nhiém KSTSR tai cung diém nghién ciu trong
cung khoang thoi gian, diéu nay giéng lén ho6i chubng canh bao vé su lay lan khang
thudc trong khu vuc. Van dé nay ciing da duoc nghién cau boi mot s tac gia gan
day, cac nhom nghién ctru ndy tim cach chimg minh con dudng KSTSR khang thudc
lan truyén thong qua mudi Anopheles. Nghién cau cua Kathrin Witmer va cong su
(2020) da chi ra bang chang rd rang cua viéc cac chung 1am sang di xac dinh khang
artemisinin dya trén cac chi diém phan ta trén gen Ky cling ¢6 kha nang lan truyén
tinh khang thudc cho mudi trong pham vi bao phu cua thuéc st ret Két qua ndy mo
ra mot hudéng méi trong nghién cau khang thudc hién nay: liéu rang tinh trang khang
lan rong c6 lién quan dén mudi va vai tro cua ching trong lan truyén KSTSR khang
thudc hién nay [137].

KET LUAN

1. Thanh phan loai, mat d¢, tap tinh cia mudi Anopheles spp. va ty 1é An.
minimus va An. dirus nhiém Plasmodium spp. tai bén tinh Tay Nguyén, 2019-
2022

- D3 phat hién dugc 6957 ¢ thé mudi cai truong thanh tal 4 tinh Tay Nguyén qua
phuong phap bay dén trong nha, bay dén ngoai nha, mdi ngudi trong nha, moi
nguoi ngoai nha va bay man gia véi sb loai nhu sau: tai Kon Tum c6 13 loai, Gia
Lai 12 14 loai, Pak Lak 1a 13 loai va Bak Nong la 12 loai;

- Trong tong s6 6957 ca thé mudi cai truong thanh, di thu dugc 715 véc to sbt rét
chinh An. dirus va An. minimus tai 4 tinh Ty Nguyén Kon Tum, Gia Lai, Pik Lik
va Pak Noéng, hién dién hai véc to chinh tai tinh Kon Tum va Pak Néng (An.
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minimus va An. dirus), trong khi tai Gia Lai chi c6 An. minimus va Bak Lék chi c6
An. dirus;

Tai cac diém nghién ctu, thu thap mudi bang phuong phap biy man gia suc la
nhiéu nhat, mat do dét ngudi ngoai nha cao hon trong nha, trong cac phuong phap
thu thap mau thi phuong phap bay dén ngoai nha bat duogc rat it mudi Anopheles va
khdng bat dugc véc to sét rét:

CAac VEcC to sot rét tai cac diém nghién ciu c6 tap tinh d6t ngudi sudt dém va hoat
dong rat sém (18 - 19 gio), mat do ting cao som va thuong dat dinh vao ldc 22 - 23
g10;

Trong sé 715 méu véc to st rét chinh, dinh loai bang PCR cho thay toan bo 387
mau An. dirus s.| thu dugc trong nghién cau déu 1a An. dirus dang A; 328 mau An.
minimus s.I thi ¢c6 307/328 mau dinh loai 1& An. minimus va 21/328 mau dinh loai
la An. varuna, An. pampanai, An. aconitus. Trong 307 mau An. minimus, tai Kon
Tum ¢6 107 mAu, 190 mau thu tai Gia Lai va 10 mau thu tai Bak Nong;

D3 phat hién ty I¢ nhidm Plasmodium spp. trong co thé mudi An. minimus tai 2
tinh Kon Tum 1a 2,8% va Gia Lai la 1,58%. Mau thu thap tir cac diém khac chua
ghi nhan nhiém Plasmodium spp.

2. Chi diém phan tir khang thuoc (Kys, plasmepsin2, Exonulcease E415G, Pfert,
Pfmdrl) trong quan the Plasmodium falciparum tai bon tinh Tay Nguyén

Pa phat hién cac chi diém phan ta khang cac thudc sét rét artemisinin,

piperaquine, chloroquine va mefloquine tai cac diém nghién ctu, cu thé:

Xac dinh cac dot bién diém trén gen Ky lién quan khang artemisinin trén quan thé
P. falciparum trong giai doan 2019-2021: d6t bién C580Y c6 ty Ié xuat hién tai
Kon Tum Ia 30,43% (7/23), tai Gia Lai dao dong tir 69,77% (60/86) dén 98,88%
(88/89), tai Dik Lak tir 77,08% (37/48) dén 100% (31/31) va ty 1& dao dong tir
79,55% (35/44) va 100% (82/82) tai Bak Nong; phat hién kiéu gen dot bién méi
F4461 lién quan cham thanh thai artemisinin véi ty 1& 16,67% (21/126) tai Dak
Nong va dot bién R539T tai Kon Tum 1a 8,7% (2/23), Pak Lik 0,62% (1/162) va
Pik Nong 12 0,79% (1/126);

Bién thé da hinh gen plasmepsin2 lién quan khang piperaquine phosphate voi ty I¢
8,7% (2/23) tai Kon Tum; 45,82% (113/251) tai Gia Lai; 48,77% (79/162) tai Bak
Lik va 32,54% (41/126) tai Bk Néng;

Xac dinh dot bién E415G trén gen exonuclease cua P. falciparum lién quan khang
piperaquine phosphate tai Kon Tum la 30,43% (7/23), Gia Lai la 5,98% (15/251),
Pik Lik 12 41,98% (68/162), Bak Nong 1a 57,94% (73/126);

Xac dinh cac dot bién trén gen Pfert lién quan khang chloroquin, phét hién 4 kiéu
motif vung 72-76 la CVIET, CVIDT, CVVET va WGIET va 5 dét bién
PfcrtF1451, Pfert T93S, Pfert HI7Y, Pfert 1218V, PfcrtA220S trén quan thé P.
falciparum khang chloroquin. Trong d6, kiéu haplotype CVIET trén ving gen 72-
76 chiém ty 1¢ tir 95% dén 100% va dot bién PfcrtA220S chiém ty 1é 100% & tat ca
4 tinh;

Xac dinh bién thé da hinh caa gen Pfmdrl trén quan thé P. falciparum lién quan
khang mefloquine tai Kon Tum 1a 8,7% (2/23), Gia Lai la 2,39% (6/251), Pak Lak
la 19,14% (31/162) va Bik Nong vai ty 18 1a 23,81% (30/126).
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KHUYEN NGHI

- Tiép tuc nghién ctru dé xac dinh thém cac dot bién khac ciing nhu nghién ctu mo
rong diém nghién ctru dac biét 1a cac ving SRLH nang tai khu vuc mién Trung -
Tay Nguyén, gop phan bd sung dit liéu vé khang thudc phan tir va 1a mét sb sb
hiéu canh béo som khang thudc. Trong do can chi trong nghién ciru phat hién cac
chi diém phan tir tiém ning lién quan nhay- khang pyronaridine tetraphossphate
trong vién Pyramax, la loai thudc hién dung dau tay trong diéu tri sbt rét do P.
falciparum chwa bién chiing & Viét Nam.

- Nghién cru vai tro caa mudi trong lan truyén KSTSR khang thudc hién nay, su ton
tai cac véc to chinh nhim Plasmodium spp. khang thubc s& c6 nguy co lan rong
théng qua quan thé mudi phét tan va su giao gen nhay va gen khang gitra cac ving
c6 thé 1am that bai cac thanh qua dat dugc hién nay.
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