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PAT VAN PE

Bénh sén la gan Ion (SLGL) ¢ nguoi do Fasciola spp. gay nén. Nam 2012, con
s6 woc tinh 12 2,6 tridu treong hop dugc chan doan ¢ 81 qudc gia trén toan thé gisi. Ty
1¢ luu hanh thay doi theo cc viing, nhung cao nhat ¢ vang Andes caa My Latinh [2].
Trong suét ba thap ky qua, bénh SLGL ¢ ngudi 1a méi lo ngai vé sic khoe cong dong,
khién T6 chiic Y té Thé giéi (WHO) lo ngai va tuyén b6 1a mot bénh nhiét dgi thuge
nhém bénh ky sinh tring tai ndi, mai néi [3]. Hai tinh Thanh Hoa va Nghé An la diém
néng vé& bénh SLGL tai Viét Nam. Diéu nay xuét phét tir dic diém dia ly, khi hau,
cting nhu théi quen sinh hoat cua nguoi dén trong khu vyc. Cac nghién ciru va béo cao
thuc hién truéc nam 2020 dA chi ra ty 1& nhiém san 14 gan I6n tai Thanh Hoa va Nghé
An ¢ muc dang chi y. Theo théng ké nam 2019, phét hién mac SLGL tai Trung tam
Kiém soét bénh tat (CDC) tinh Nghé An la 1.863 ca va tai Trung tdm Kiém soat bénh
tat (CDC) tinh Thanh Héa la 131 ca [5]. Theo bao cao két qua bénh nhan c6 triéu
chirng dén khéam tai Trung tdm Kiém soat bénh tat tinh Nghé An (giai doan 2018 —
2022), ty Ié phat hién nhiém SLGL la 18,33% [5].

Ky thuat khuéch dai dang nhiét mach vong trung gian (Loop-mediated
isothermal amplification - LAMP) 1a mét phuong phép c6 thé tong hgp mot doan
ADN l6n ma khdng can chu trinh bién nhiét. Thoi gian xét nghiém nhanh, xét nghiém
ddng thoi duoc nhiéu mau, tang cuong chét lwgng xét nghiém, dap ung nhanh va hiéu
qua cao hon trong chan doan mam bénh, dé tai: Thec trgng nhiém san la gan lén
trén nguoi tai 4 x& thugc 2 tinh Thanh Hoéa, Nghé An va ché tgo bé kit Loop
Mediated Isothermal Amplification (LAMP) phét hi¢n tac nhan gay bénh, vai muc
tiéu:

1. M6 ta thuc trang nhiém va xac dinh mét sé yéu té lién quan nhiém séan 1a gan Ién
trén nguoi tai 4 xa thuge 2 tinh Thanh Héa va Nghé An nam 2020-2022.

2. Ché tgo bg kit Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) phéat hién nhiém
san la gan lon tai thuc dia.

NHUNG PONG GOP MG VA Y NGHIA KHOA HQC,
Y NGHIA THUC TIEN CUA LUAN AN
1. M6 ta, danh gia thuc trang va yéu t6 lién quan nhidm san l1a gan 16n trén nguoi tai 4
x& Phi Lam, x& Tan Truong thudc thi xa Nghi Son - tinh Thanh Hoéa va Nghia Thuén,
Nghia My thi x& Thai Hoa - tinh Ngh¢ An.
2. Pay la nghién ctru dau tién ap dung ky thuat LAMP trong chan doan nhidm san la
gan lon Fasciola spp. trén nguoi tai Viét Nam, déng gop vao cong tac chan doan, diéu
tri nhidm SLGL trén nguoi va dong vat.
CAU TRUC CUA LUAN AN

Luan an day 130 trang gom: Bit van dé 2 trang; Tong quan tai liéu 31 trang;
Déi twong va phuong phap nghién ctu 27 trang; Két qua nghién ciu 40 trang; Ban
luan 26 trang; Két luan 2 trang; Kién nghi 1 trang; Nhitng déng gép mai 1 trang. Luan
an c6 22 hinh, 34 bang s6 liéu, trong d6 c6 29 bang s6 liéu két qua nghién cau. Co
123 tai liu tham khao, c6 24 tai liéu tham khao trong 5 nam tré lai day.

Chwong 1: TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Khai niém vé bénh san 14 gan lén

Bénh san 14 gan lon 1a bénh ki sinh tring do mét sé loai san 14 gan thudc ho
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Fasciolidae gay nén nhiing ton thuong, nhiing 6 4p xe tai gan hoic mot s6 co quan
khéc khi ki sinh lac chd [6].
1.1.1. Bgc diém 1am sang

Lam sang caa bénh SLGL khéng dac hiéu, tiy thudc vao giai doan phét trién
ctia bénh va vi tri san ky sinh: Giai doan cip tinh 1 giai doan xam nh4p vao nhu mo
gan, thuong ¢ sét, dau ha swon phai va dau bung. Giai doan man tinh 12 giai doan
xam nhap duong mat, thuong cac triéu ching khong con dién hinh nén dé nham voi
bénh khéc. Cac diu hiéu cb dién nhu dau ha suon phai hoic thwong vi, viém mat,
viém tai mat, soi tai mat. Gan ludn luén to, cé thé khéng dau khi so.

C6 3 thé bénh: thé nhe, thé trung binh, thé nang.

1.1.2. Cgn lam sang

- Cong thirc mau: bach cau &i toan thudng tang rd rét (trén 500/mmd), hozc ty ¢
BCAT lén hon 8% tong s6 BC [56]. Sinh hoa mau: ¢ thé taing men gan, tang Bilirubin
toan phan, bilirubin tryc tiép [56].

- Xét nghiém phan hay dich ta trang tim tring SLGL la chuan “vang” nhung &
Viét Nam it khi tim thay tring SLGL.

- Xét nghiém ELISA: Phét hién khang thé rat c6 gia tri.

- SLGL giai doan man tinh, c6 nhiéu phuong phap phét hién tring san trong
phan nhu: Xét nghiém phan tryc tiép, lang can, Kato [56]. Xét nghiém sinh hoc phan
tir &é chan doan SLGL.

- Siéu &m 6 bung, CT/MRI 6 bung thiy hinh anh ton thwong gan mat Ia ving
giam am & gan phai, c6 thé thay tu dich dudi bao gan.

1.1.3. Chdn doéan

Chén doan bénh SLGL theo huéng din coa Bo Y té Ban hanh kém theo Quyét
dinh s6 1203/QD-BYT ban hanh ngay 16/05/2022 [10].

Truong hep bénh nghi ngo: Nguoi bénh séng trong ving heu hanh SLGL; C6
tién str an song cac loai rau thiy sinh va udng nudc chua hop vé sinh; Bénh nhéan cé dau
hiéu 1am sang huong téi bénh SLGL.

Truong hep bénh xac dinh: La truong hop bénh nghi ngo va xét nghiém phén
hozc dich mat tim thay tring SLGL; ELISA phat hién c6 khang thé khang SLGL
trong huyét thanh; C6 hinh anh tén thuong cua SLGL trén siéu am/CT/MRI; Bach cau
ai toan tang cao.

1.2. Pic diém dich t& hoc nhiém san 14 gan I6n
1.2.1. Tac nhan gay bénh

Tac nhan gay bénh: Bénh SLGL (Fascioliasis) do Fasciola hepatica hoic
Fasciola gigantica gay nén. SLGL chi yéu ky sinh & dong vét an c6 nhu trau, bo...va
gay bénh trén nguoi [6], [7], [8], [9]

He¢ thong phan loai san |4 gan 16n Fasciola: Gigi (Kingdom): Animalia; Nganh
(Phylum): Platyhelminthe; Lép (Class): Trematoda; Bo (Oder): Echinostomid; Dudi bo
(Suborder): Echinostomata; Ho (Family): Fasciolidae Gidng (Genus): Fasciola; Loai
(Species): Fasciola hepatica (F. hepatica); Fasciola gigantica (F. gigantica).

1.2.2. Vit chi

SLGL c6 vat cha chinh va vat cha phu: Vat cha chinh la cac loai dong vat nhai
lai nudi hoac hoang d&, chu yéu la trau, bo, ctru, dé ngoai ra con cé lac da, huou. Con
nguoi la vat chu tinh co, vat chu lac chu cua sén 14 gan lon [7]. Vat cha phy (vat cha
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trung gian) l1a éc thuoc ho Lymnaea, dic biét Ia cAc loai trong chi Lymaea, Galba,
Fossaria va Pseudosuccinea [7].
1.2.3. Puong lay va co ché lay truyén bgnh

Bénh lay truyén qua duong tiéu hoa. Con nguoi in cac loai thyuc vat thiy
sinh chua nau chin ¢6 nhiém nang au trung SLGL 1a phwong thic chu yéu gay
nhiém SLGL. Ngoai ra, viéc sir dung nguon nugc an udng chira nang au trang
SLGL khéng dun sbi ciing 1a yéu té gop phan quan trong gay bénh cho con nguoi
[14].

O ngudi, khi vao téi duong tiéu héa, au triing thoét vo roi chui qua thanh rudt
dé vao khoang phic mac roi ky sinh tai d6 dé phat trién thanh san truorng thanh sau
thoi gian khoang 3 thdng. San trudng thanh sau do di chuyen qua nhu mé gan roi dén
ky sinh & duong mat. Ngoai ra, SLGL c6 thé ky sinh & nhiéu bo phan nhu co, khép,
khoang bung, mat, phdi... [15].

Thoi gian tir khi nhiém nang 4u tring dén khi xuat hién tring trong phéan tiy
thudc vat chu, & ciru va trau bo trung binh 1a 2 théng (6 - 13 tuan), & nguoi téi 3 - 4
thang, Tuy nhién, ty 1¢ san 1a gan 1on hoan thién chu ky phét trién trong co thé nguoi
va san sinh trirng 1a rat thap thuong < 5%. Han dinh doi song SLGL ¢ nguoi dao dong
tu 9 - 13 nam.

1.2.4. Mgt sé yéu té lién quan d@én nhiém san la gan lén 6 nguoi

Céc yéu tb lién quan dén nhiém SLGL chu yéu lién quan dén théi quen an
udng, sinh hoat va str dung ngudn nudc ¢6 au tring SLGL, ngoai ra con 6 cac yéu tb
vé kién thiic, thai dg, thuc hanh phong bénh cta nguoi dan vé bénh SLGL, cu thé nhu
sau:

+ An rau thiy sinh: O nguoi nhiém SLGL khi an phai rau thuy sinh nhiém
nang au tring (metacercariae) cia SLGL nhu: Cai xoong, rau ngo, rau can, rau
mudbng nuée va mot sb truong hop rau can tudi nuge c6 6 nhiém 4u trang SLGL
[26].

+ Nguon nuéc an va sinh hogt: O nhitng viing SLGL luu hanh nang 4u tring
(metacercaria) c6 thé ton tai trong méi truong nudc vai ty 1& dusi 10%. Qué trinh
nhiém bénh con c6 thé gap khi tim, ung nudc 14 hozc tir cac nang au tring dinh vao
dao, thet va vat dung trong nha bép. Tai céc vung dich t& bénh SLGL thi nguon nudc
cling la yeu t6 quan trong lién quan dén nhidm SLGL [26].

+ An tai an song: O nhitng vung nguoi dan khong co tap quan an SOng, an tai,
udng nudc 14 thi ty 1é mic bénh rat thap mac du trong mdi truong van c6 ton tai cac
déng vat, thyc vat thay sinh thuan loi cho tén tai 4u trung SLGL [28].

1.2.5. Céc bién phap phong chéng

Nhiém SLGL lién quan dén th6i quen va tap quéan an udng cua ngudi dan.
Céc bién phap bao gom: Khong an cac loai rau thay sinh va cac loai thuc pham ché
bién tir rau thiy sinh chwa nau chin. Khdng udng nudéc 14, Str dung hé xi hop vé sinh,
khéng phéng ué bira bai. Binh ky tdy san cho trau, bo, ciru. ..
1.2.6. Tinh hinh nhiém san 14 gan lén ¢ nguéi trén thé gigi va Vigt Nam
1.2.6.1. Trén thé gidi

Hién c6 hon 80 quéc gia trén toan cau d4 bao cdo cac truong hop méc bénh
SLGL [2]. Bénh SLGL la mét bénh rat khé kiém soat do dic diém dich t& hoc kha phirc
tap. Hai loai san 1a gan la F. hepatica va F. gigantica la nguyén nhan gay ra bénh ky
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sinh tring nay. F. hepatica dugc tim thay trén khip thé gioi nhung F. gigantica chi
moi thdy & Chau Phi va Chau A [26]. Bénh SLGL phd bién & Chau Pai Dwong, chau
A, chau Phi, Trung Péng, chau Au, vung Caribe va mot phé‘m cta chau My Latinh
nhung khéng ddng déu.

1.2.6.2. Tai Viét Nam

Céac nghién ciu va béo c4o thuc hién truéc nam 2020 d& chi ra riang bénh
SLGL tai Thanh Héa va Nghé An dat ty I& nhiém déang chd y. Trong mét cudc diéu
tra tién hanh nam 2020, Trung tam Kiém so4t Bénh tat tinh Thanh Héa da thu thap
90 méu phan va 90 mau mau tir 20 x&; két qua cho thay ty Ié nhidm SLGL la 0,8%
[50]. Tai Nghé An, giai doan 2018-2022, b4o c4o tir Trung tAm Kiém soat Bénh tat
tinh Nghé An ghi nhan ty I¢ phét hién bénh SLGL qua XN va 1am sang la 18,33%
[49]. Mot didu tra khac duoc thyc hién tai mot sé huyén thuc Nghé An (2020-2021)
ghi nhan ty 1¢ nhidm giun san duong rust, bao géom SLGL, dao dong tir 15-20% [48].
1.3. Ky thuat khuéch dai ding nhigt mach vong trung gian LAMP (Loop-
Mediated Isothermal Amplification) va ing dung trong chan doan san la gan lén &
Nguoi

Ky thuat khuéch dai ding nhiét mach vong trung gian LAMP dugc nghién ciu
cong bd bai Notomi nam 2000 [70]. Bay mét phuong phap nhan ban gen méi, cé thé
t6ng hop mot doan ADN Ion ma khdng can chu trinh bién nhiét. Thanh phan phan ing
gdm c6 ADN khudn, méi, enzyme ADN polymerase, hdn hop phan tng dwoc u ¢
65°C. Phuong phép nay c6 hiéu qua khuyéch dai cao 10° - 101 ban sao trong 15 - 60
phat [70].

LAMP la phan @ng nhan ban ADN dic hiéu, chi xay ra khi ¢é diéu kién can va
du cho phan ung, d6 1a chi khi ca 4 chudi méi, bao gdm cac méi don F3, B3, cac moi
FIP (F1c+F2), BIP (B1c+B2) bam dugc vao 6 chudi dich cua khudn, thi san phim
ADN-vOng méi dwoc tao ra. Chi mot hay vai méi khéng hoat dong, hoic khdng bam
dic hiéu, san phdm ADN-vong s& khong duoc tao ra. Dic biét, san phim cua phan
ing c6 thé quan sat bing mit thuong do sy két tua cua phan ung tao mudi
pyrophotphate (Mg.P>07) hoic phéat quang khi nhuém bing thuc nhugm SYBR
green.

Céc thanh phan co ban caa phan ing LAMP gom c6:

+ Mbi: Thiét ké 4 loai primers dua theo 6 doan riéng biét trén doan gene quan
tam: doan F3c, F2c va Flc ¢ dau 3' vadoan B1, B2 va B3 ¢ dau 5.

+ Enzym: sir dung phd bién trong phan tng LAMP 1a ADN polymerase duoc
phan lap tir vi khuan Bacillus stearothermophilus ¢ kha nang xuc tac tong hop ADN
va tu tach chudi cao, hoat dong téi uu ¢ 66°C.

+ dNTPs va dém phan ung: teong ty nhu ky thuat PCR.

+ ADN khudn: ADN khudn st dung cho ky thuat LAMP khéng doi hoi muic 4o
tinh sach cao, ¢6 thé sir dung cac phuong phép tach ADN don gian, dé rat ngin thoi
gian chuan bi.

+ Thudc nhuém biéu hién két qua.

Co ché phan &ng LAMP gom ba buéc chinh: tao vat ligu khoi dau, tai ban va
kéo dai chudi, cudi cung 1a Iap lai chu ky [70]: Budc 1- Tao vat lieu khoi dau; Budc 2-
Chu ky tai ban va kéo dai chudi; Buéc 3- Lap lai chu ky. Cir nhu vay, cac mol FIP va
BIP cua ca hai sgi khudn thay phién nhau tong hop ADN bé sung va tao géc vong &
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cubi mdi sgi. Phan ng ctr vy tiép tuc va co thé tao nén 10°- 10'° ban sao ADN mach
trong vong khoang 15 pht dén 1 gio.
1.4. Nguyén ly phat trién b kit LAMP

Nguyén |y ché tao bo kit LAMP, dua trén kha ning khuéch dai ADN hozc
ARN muyc tiéu dudi diéu kién dang nhiét, loai bo nhu cau sir dung chu ky nhiét nhu
trong PCR [71], [74], [75]. Phan (tng LAMP str dung mét b moi dac hiéu gom 4-6
mdi, nham vao cac vung trinh tuy dic trung cua tac nhan gay bénh [71],[73]. Su két
hop cua enzyme polymerase c6 hiéu lyc cao (nhu Bst polymerase) va qué trinh hinh
thanh cau tric vong lap gidp tang toc do va hiéu qua khuéch dai [76]. Dé ché tao kit
LAMP, can téi uu hoa cac yéu té nhu thiét ké moi, ndng do héa chit, va diéu kién
phan tng. Mot kit LAMP hoan chinh thudng bao gém hdn hgp phan @ng san, moi dac
hiéu, va ching dwong/am, dam bao tinh tién dung va do chinh xac trong chan doéan
[72], [79]. Do kha nang phét hién nhanh, don gian va chi phi thap, kit LAMP dang
ngay cang duoc sir dung phé bién trong cac phong thi nghiém 1am sang va thuc dia
[75], [80].

Nguyeén Iy ché tao mot bo sinh pham xét nghiém bang ky thuat LAMP gém cac
budc nhu sau:

- Xac dinh muc tiéu khuéch dai: Lua chon trinh ty ADN hoiac ARN dic hiéu
ctia tdc nhan gy bénh. Déi véi SLGL, trinh tw ADN thuong duoc lwa chon 13 1TS-1,
ITS-2.. [73], [79].

- Thiét ké mdi dac hiéu;

- Chuén héa diéu kién phan ung;

- Xac dinh ngudng phét hién, chuan am, chuan duong;

- béanh gia do nhay va d6 dac hiéu;

- bdng goi kit;

- Kiém tra tinh 8n dinh;

- Cong bb tiéu chuan co so, cac thong sé ki thuat nhu d6 nhay, do dic higu va
tinh 6n dinh;

- San xuat va phan phoi.

1.5. Théng tin chung vé dia diém nghién citu

Thanh Hoé va Nghé An nam trong khu vuc Béc Trung bo, thudc ving khi hau
nhiét d¢i gié mua, heong mua 16n, nhiét d6 cao, anh séang ddi dao Ia didu kién thuan loi
cho phét trién san xuat néng, 1am, ngu nghiép. Tuy nhién, diéu kién khi hau nay, kinh
té chua phét trién va tap quéan sinh hoat khdng dam bao vé sinh d4 tao ra mai truong
thuan loi cho su phét trién va lay nhidm cua cac bénh ky sinh tring. Trinh do chuyén
mon, trang bi k§ thuat phuc vy phong chéng bénh KST con nhiéu han ché.

Chwong 2: PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Muc tiéu 1: M6 ta thyc trang nhiém va xac dinh mot sé yéu té lién quan
nhiém san 14 gan 16n trén ngudi tai 4 x4 thuge 2 tinh Thanh Hoéa va Nghé An
nam 2020-2022
2.1.1. Péi twong va vdt ligu nghién ciru
2.1.1.1. Déi tuwong nghién ciru
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- Nguoi dan dang sinh séng tai xa Pha Lam, x4 Tan Truong thudc thi x& Nghi
Son - tinh Thanh Hda va x& Nghia Thuan, x& Nghia My thudc thi x& Thai Hoa - tinh
Nghé An.

- Tiéu chuan lya chon: Nguoi dan tir 18 tudi tra Ién, song tai dia ban nghién
ctu tir 12 thang tre 1én. C6 kha nang nghe hiéu va tra 1oi phong van. Bdi tuong dong
y tham gia nghién ciu.

- Tiéu chudn logi triz: Nguoi bi bénh tam than. Nguoi da diéu tri séan Ia gan l6n
trong 06 thang trude khi dé tai trién khai.
2.1.1.2. Vat ligu nghién cuu:

- B sinh pham "Fasciola Antibody Detection Test Kit" cua hing Scimedx sir
dung ky thuat ELISA dé phat hién khang thé IgG dic hiéu véi SLGL trong huyét
thanh.

2.1.2. Théi gian va dja diém nghién cizu

- Thei gian nghién cizu: Tir thang 12/2020 dén thang 12/2022.

- Tai thuc dja: X& Phu Lam, x& Tan Truong, thi x4 Nghi Son - tinh Thanh Hoa
va xa Nghia Thuan, x& Nghia My, thi x3 Thai Hoa - Nghé An.

- Tai phong thi nghi¢m: Khoa Ky sinh tring, Khoa Sinh hoc phén ti Vién
S6t rét - Ky sinh triing - Con tring Trung uong.

2.1.3. Phuong phép nghién ciru
- Thiét ké nghién ciu: md ta cat ngang c6 phan tich.
- Cé mdu va pharong phap chen mdu: ¢& mau cho nghién ctiru mé ta dé xac dinh
mot ty 1€ [86]:
1_
N= 25 ar" (dz =

Trong d6: n: c& mau tdi thiéu cin nghién ciru & 4 X&; Zi-w2: Hé sb tin cay, duoc
tinh dya trén muc y nghia thong ké véi do tin cay 1a 95% twong g a = 0,05, thi Z;.q»
= 1,96; p: ty I¢ nhidm SLGL bing xét nghiém ELISA, wdc doan p = 0,03; d: sai s6
tuyét ddi cho phép, chon d = 0,008.

Vi cac gia tri da chon, tinh toan duoc c& mau tbi thiéu 1a 1747 nguoi. Thém
15% dy phong khi thu thap mau ngau nhién khong gap dbi tuong da duoc lya chon,
tong s6 mau can diéu tra du kién 2010 nguoi. Trén thuc té ching toi da diéu tra
duoc téng 1a 2014 nguoi, trong d6: tai tinh Thanh Hoa, x& Phi Lam la 503, x4
Tan Truong la 501; tai tinh Nghé An, x& Nghia Thuan la 498 va xa Nghia My la
512.

- Phuirong phép chon mau: Chon chu dich 4 xa Phi Lam, Tan Truong (thi x4 Nghi
Son - Tinh Thanh Hda) va Nghia Thuan, Nghia My (thi x& Thai Hoa - tinh Nghé An).
Chon ddi tuong tai mdi xa theo phwong phap chon mau ngau nhién don.
2.1.4. Ngi dung nghién ciru

Xac dinh ty 1& nhidm SLGL trén mau phan cia ddi tugng nghién ctu qua xét
nghiém phan biang phuong phap ling cin va ky thuat ELISA véi bo sinh pham
Fasciola Antibody Detection Test Kit. CAc yéu t6 lién quan dén nhiém SLGL duoc
diéu tra bang bo cau hoi (Phu luc 1).
2.1.5. Bién sé va chi sé trong nghién ciru

- Céc bién sé trong nghién ciu: Nhidm san 1a gan 16n bang ky thuat xét
nghiém phan bing phuong phap ling can hoic két qua xét nghiém Ab-ELISA huyét
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thanh (+). Cac bién sé vé tu0| gisi, nghe nghiép, trinh do hoc van. Cac bién s6 vé sir
dung nha vé sinh. Céc bién sb vé yéu t6 lién quan cua bénh san 14 gan I6n & dbi tuong
nghién cuu.

- Céc chi sé nghién creu: Ty 18 nguoi dan nhidm SLGL theo 2 phuong phap
xét nghiém va céc yéu tb

- Trong nghién ctiu ching toi s dung ty suit chénh OR, va OR #1, OR =
ad/bc, dé phan tich méi lién quan giira cac yéu td nguy co va nhiém SLGL.

2.1.6. Cac ky thugt siz dung trong nghién ciu

- Ky thuat phong van, diéu tra bang bo cau hoi (Phu luc 1).

- Thu thap va bao quan mau theo SOP NIMPE.HD 03.PP/25; Ky thuat
ELISA phét hién khang thé khang san I& gan I6n Fasciola bang bo sinh pham “Fasciola
Antibody Detection Test Kit” cua hdng Scimedx - My: theo SOP NIMPE.HD
07.PP/34.

- Xét nghiém phén bing phuong phap ling can dé phat hién trang SLGL trén
tiéu ban duai kinh hién vi quang hoc: theo SOP NIMPE.HD 07.PP/36 [88].

2.2. Muc tigu 2: Ché tao b kit Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP)
phat hién nhiém san 14 gan Ién tai thuc dia
2.2.1. Péi twong nghién ciru
- C4c mau Fasciola gigantica, Fasciola hepatica.
- Bo kit LAMP chan doan nhiém san 14 gan I6n.
2.2.2. Thoi gian va dja diém nghién cizu

- Thoi gian nghién ctu: Giai doan ché tao bo kit LAMP: tir thang 1/2018 dén
thang 12/2020. Giai doan tng dung bo kit LAMP chan doén tai cong dong tinh Thanh
Hoa va Nghé An: tir thang 01/2021 dén thang 12/2022.

- Bia diém nghién ctru: Tai Phong thi nghiém/Khoa Sinh hoc phan tir va Bénh
vién Bang Van Ngit - Vién Sét rét - Ky sinh tring - Con trang Trung wong. Thuc dia:
xa Phu La&m, x& Tan Truong (Thanh Hoa), x4 Nghia My, xa Nghia Thuan (Nghé An).
2.2.3. Phuong phép nghién criu
2.2.3.1. Thiét ké nghién ciu

- Nghién ctru ly thuyét va thyc nghigm:

+ Thiét ké bo mdi LAMP chan doan sén la gan lon Fasciola spp., kiém nghiém
d6 chinh xac, kha niang hoat dong cua bo moi.

+ Tao mau chang chuan duong cho b kit (Plasmid mang doan trinh ty ADN
dac trung cua SLGL).

+ Xay dung quy trinh phan irng LAMP va téi uu héa diéu kién phan tng .

+ Panh gid d6 nhay, dac hiéu, ngudng phat hién phan tng LAMP.

+ Hoan thién bo kit LAMP.

- San xuat bo kit LAMP theo tiéu chuén ché tao.

- Xét nghiém bang bo kit LAMP.
2.2.3.2. C& mau nghién ciu

- MAu chuan duong dé chuan ky thuat: T6i thiéu 03 mau & cac giai doan, mdi
mAu tién hanh xét nghiém 13p lai 3 1an.

- MAu duing so séanh d6 nhay, do dic hiéu cua bo sinh phdm: MAu thu thap c6
chu dich va dugc thuc hién voi quy mé nho trong phong thi nghiém dya vao lugng
mau duong tinh luu trong phong thi nghiém, mau thu thap tai Bénh vién Dang Van
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Ngir va thu thap b sung tir thuc dia dé tao tap hop mau Iam sang thir nghiém véi gia
dinh ty I& nhiém (p) 1a 25%. C& mau tinh toan duoc 12 25 mau (+) that va 75 mau (-).
Trén thyc té, ching ti thuc hién & 130 mau, trong d6 c6 30 mau phan c6 nhidm SLGL,
100 mau phan khéng nhiém SLGL.

- C& mau sir dung dé danh gia tinh 6n dinh caa b kit: 03 mau chimg chuan
duong, trong d6 ¢6 1 mau chuan duong ¢ nong do duoc sir dung lam ngudng phat
hién cua ky thuat LAMP, 02 mau dwong tinh thu thap tir nguoi bénh. Téng cong la 05
maul.

- C& mau sir dung dé danh gié ty 1é nhidm SLGL trén nguoi tai hai tinh Nghé
An va Thanh Héa 14 2014 mau thu thap tai thuc dia.

2.2.4. Cac ky thugt si dung trong nghién ciru

- Thu thap va bao quan miu theo SOP NIMPE.HD 03.PP/25 “Quy trinh thu
thap, bao quan, van chuyén mau phan, mau huyét thanh dé phat hién nhiém san 1a gan
16n & nguoi tai thuc dia”.

- Xir ly mau va tach chiét ADN: bing phuong phéap tua con theo SOP
NIMPE.HD 03.PP/51.

- Thiét ké mdi sir dung cac phan mém tin sinh chuyén dung nhu Primer
Explorer v.5, Primer Blast, Mega? ... dé tim cac viing béo ton trén cac viing gene muc
tiéu, thiét ké rdi kiém tra cac dac tinh cua cac oligonucleotide da thiét ké, theo SOP
NIMPE.HD 03.PP/31 “Quy trinh thiét ké, danh gia va lua chon bo mdi st dung cho
kit LAMP chan doan san l4 gan l6n” (Phu lyc 2).

- Ky thuat xét nghiém phan dé phat hién SLGL: Ky thuat ling can [90]. K§
thuét qPCR xac dinh SLGL (Samer Alasaad va cs, 2011) [91]; Ky thuat giai trinh
tur trén may giai trinh tu tu do6ng 3500.

2.3. Phwong phép kiém soat nhiéu va sai sé trong nghién ciru

Tuén theo dlng tat ca cac quy trinh huéng dan sir dung cho nghién ciu. Cac sb
liéu, két qua déu phai duoc ghi nhan tai biéu mau géc. Sir dung cac mau chimg chuén (-
) VA (+) dé dam bao sy théng nhat vé két qua.

2.4. Quan ly va phan tich sb liéu

Nhap va phan tich trén phan mém Excel va STATA 12.0. Céc bién dinh tinh md
ta bang céc ty 1 %. Danh gia lién quan giira tinh trang nhiém SLGL véi céc yéu t6 qua tinh
toan ty suat chénh OR (95%Cl).

Phén tich s6 liéu bang cac phan mém tin sinh: AB7500 version 2.06, Primer
Explorer v.5 , Primer Blast, Mega 7. Tinh d¢ nhay, d¢ dac hiéu, hé s6 Kappa, trén phan
mém Medcalc.

2.5. Pao dic trong nghién cau

Nghién ctru ndy tuan theo quy dinh ciia cac quy ché vé xét duyét dao dirc trong
nghién ctru y sinh hoc ciia Vién Sét rét - Ky sinh tring - Con tring Trung wong theo
Quyét dinh s6 182/QB-VSR ngay 24/2/2020 va duoc sy dong y cia chinh quyén dia
phuong. Chi nghién ctru ¢ nguoi tu nguyén tham gia nghién ciru.

Chuwong 3: KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Muc tiéu 1: M6 ta thyc trang nhidm va xac dinh mot sé yéu t6 lién quan nhiém san
14 gan lon trén nguoi tai 4 x& thugc 2 tinh Thanh Héa va Nghé An nam 2020-2022
2014 nguoi dan tham gia vao nghién ctru. Nhom tudi tir 41 — 60 tudi va tir 21 —
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40 tudi chiém phan 1on, véi ty 18 lan luot 1a 40,42% va 39,18%, tiép dén 1a nhom trén
60 tudi (16,53%) va thap nhét la nhom tir 18-20 tudi (gan 3,87%). Nir gisi chiém ty 1¢
cao hon nam gidi, 1an luot la 53,67% va 46,33%. Nong dan 1a nghé nghiép chiém ty I8
cao nhét (61,82%), tiép dén 12 nhém nghé khéc (21,35%). O mdi x4, néng dan ciing la
nghé nghiép chu yéu cua dbi tugng nghién ctu, dao dong tir khoang 50-70%. Trinh d
hoc van cua d6i tugng nghién ciu chii yéu la THCS (55,31%), tiép dén 1a THPT
(22,44%). Trinh &6 mu chit va trén THPT déu chiém ty I¢ thap, lan luot 1a 3,33% va
5,51%. Ty Ié nguoi dan cd biét ¢én bénh SLGL 35,30%. Ty Ié céc ddi tugng nghién
cliu d4 c6 hé xi/nha tiéu la 94,14%, trong do: c6 hd xi/nha tiéu hop vé sinh (83,71%).
Ty 1& nguoi an séng rau thay sinh 87,39%.
3.1.1. Thyc trgng nhiém SLGL tgi 4 x& thugc 2 tinh Thanh Héa va Nghé An

Bdng 3.1. Ty 1¢ nhiém san |4 gan lén ¢ déi tweng nghién ciru

gua xét nghi¢m phan bang phueng phép ling can (n=2014)

Thanh Héa (1004) Nghé An (1010)
Nhidm San| PhOL&m | TanTruong | Nghia Thuan | Nghia My Téng

laganlon | (503) (501) (498) (512) (n=2014)
SL [ (%) | SL | (%) | SL | %) | SL | %) | SL | %)
Cé 1 [020] 0 |000| 2 | 040 | 1 |020] 4 | 02

Khéng 502 99,8 | 501 | 100 | 496 | 99,6 | 511 | 99,8 | 2010 | 99,8

. Co 4/2014 (0,2%) db6i tuong nghién ciru nhiém SLGL qua xét nghiém phan
bang phuong phép lang can.

Bing 3.2. Két qud xét nghi¢m Ab-ELISA huyét thanh san & gan lén ¢ déi tugng
nghién ciu theo nhém tuéi (n=2014

Nhom Thanh Hoa (1004) Nghé An (1010) Tong (2014)
tudi S6 | S6 S6 S6 S6 S6
xN @ D Ixn @ | xn [ |
1820 42 0 0 36 1 6,67 78 1 1,28

21-40 387 6 1,55 402 11 2,74 789 17 2,15

4160 417 5 1,20 397 9 2,27 814 14 1,72

>60 158 1 0,63 175 2 1,14 333 3 0,90

Tong 1004 12 1,20 | 1010 23 2,28 | 2014 35 1,74

Ty & nhiém chung qua xét nghiém Ab-ELISA huyét thanh 12 1,74%. Ty lé
nhiém cao nhit Ia lra tudi tir 21 dén 40, chiém 2,15%; lra tudi tir 41 dén 60 chiém ty
18 1,72%.

Bing 3.3. Két qud xét nghigm Ab-ELISA huyét thanh san 1a gan lon ¢ déi twong
nghién caiu theo gigi tinh (n=2014)

. Thanh Hoa (1004) Nghé An (1010) Tong (2014)
ioi . . . . < .

g Sé Sé Sé Sé S6 | S

ih N @ @ xn (@ @D xn @ |

Nam 485 4 0,82 448 9 2,01 933 13 1,39

Nir 519 8 1,54 562 14 | 249 | 1081 | 22 2,04
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| Tong | 1004 [ 12 | 1,20 | 1010 | 23 [ 2,28 [ 2014 | 35 | 174 |

Ty ¢ (+) SLGL chung & ca 2 tinh qua xét nghiém huyét thanh Ab- ELISA 1a
1,74%, trong d6: ty I¢ duong tinh ¢ nam 1a 1,39%, & nix 2,04%.
Bing 3.4. Két qud xét nghigm Ab-ELISA huyét thanh san Ia gan lén theo nghé
nghigp, trinh d@ hoc vén va hiéu biét vé san l4 gan lgn (n=2014)

. Tinh trang nhiém SLGL
Yeéu to , ,
S6 XN [S6 (+)] Ty Ié (%)

Nong dan 1245 21 1,69
ha nahia Cong nhan 231 3 1,30
Nghe nghi¢p CB, huu tri 108 | 2 | 1685
Khéac (di hoc, nghé tw do...) | 430 9 2,09
MU chix 67 2 2,99
Tiéu hoc 270 6 2,22
Trinh d6 hoc van THCS 1114 | 21 1,89
THPT 452 6 1,33
TC, Cb, bH 111 0 0,00
i 3. C6 biét vé bénh SLGL 711 3 0,42
Hicu bictve benh SLGL 7 e V& benh SLGL | 1303 | 32 | 246
Téng 2014 | 35 1,74

Ty Ié duong tinh véi SLGL cao nhat 12 & nhém nghé khac (2,09%), tiép dén 1a
nhém can bo, huu tri (1,85%). Nhém ngudi mu chir ¢6 ty 1é (+) véi SLGL cao nhit
2,99%, tiép dén la nhom tiéu hoc 2,22%.

3.1.2. Mgt s6 yéu té lién quan dén tinh trgng nhiém SLGL ¢ nguoi

Chuing t6i chua tim thiy méi lién quan giira nhom tudi, gidi tinh, nghé nghiép, trinh
d6 hoc van véi tinh trang nhiém SLGL.

Bdng 3.5. Lién quan giiza hiéu biét vé bénh san 14 gan lén va nhiém san 14 gan lén
qua xét nghigm Ab-ELISA huyét thanh (n= 2014)

Két qua Ab-ELISA huyét
Yeutd . thanh SLGL . 95?A>RCI va?l-ue
SEXN | S6(+) | Sb()
Chua biét 1303 32 1271 594
C6 bit 711 | s | 708 | @siloan | 00

D4i tuong chua biét vé bénh SLGL c6 nguy co nhiém SLGL cao hon dbi tuong
d4 ting biét vé bénh 5,94 1an (95%Cl: 1,81 — 19,47). Méi lién quan c6 y nghia thong ké
Vi p < 0,001
Bing 3.6. Lién quan gi#a tinh trgng hé xi/nha tiéu va nhiém san 14 gan lon qua xét

nghigm Ab-ELISA huyét thanh (n=2014)
Két qua Ab-ELISA huyét
Yéu td thanh
SOXN] S6(+) | Sb()

OR,

95% CI p-value
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Nha khéng c6 hé xi/H6 xi

khoéng hop vé sinh 328 16 312 4.5, <0,01

H4 xi hop Vé sinh 1686 19 Teg7 | (229-885)

Ddi tugng séng & gia dinh khdng c6 hd xi hodc hd xi khdng hop vé sinh ¢ nguy
co nhiém SLGL cao gap 4,5 lan (95%Cl: 2,29 — 8,85) so vai ddi twong séng & gia dinh
6 hé xi hop vé sinh.

Bing 3.7. Lién quan gia théi quen @n uéng va nhiém san 4 gan lén qua xét
nghigm Ab-ELISA huyét thanh (n=2014)

Thoi quen an séng Két qua Ab-ELISA OR value
rau thuy sinh S8 XN S6 (+) S6 (-) 95% CI P
Thuong xuyén 531 25 506 798
R R A ’ < 0,01
Thinh i thoang/Hau 1483 10 1473 (3,47 — 15,26)
nhu khéng

Déi twong thuong xuyén in séng rau thuy sinh ¢6 nguy co nhiém SLGL cao
hon nhém khéng an 7,28 1an (95%Cl: 3,47 — 15,26).
3.2. Muc tiéu 2: Ché tao bo kit Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP)
phat hién nhidm séan 14 gan 16n tai thuc dia
3.2.1. Thiét ké bg moi LAMP

Cac trinh ty gen ITS2 cua 2 loai Fasciola gigantica, Fasciola hepatica trén
ngan hang dir ligu NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) dugc tai vé va sir dung phan mém
MEGA 7 véi tinh nang chuc niang Clustal W dé sap giong cac trinh ty ctia 2 loai nham
tim ra viing bao ton dic trung cho gidng Fasciola.

Bing 3.8. Trinh tw méi LAMP thiét ké dé chdn doén san la gan lgn

Vi| Vi [ChiéuNhiét do

Tén tri | tri | dai | nong Ty lé Trinh tu mai
moi| 5” | 3’ | moi thay Tm|5'dG |3'dG | GC :
(nu) | (°C)

F3|43|61| 19 | 56,50 |-5,61|-5,84|0,53 GGTTGGACTGATAACCTGG

B3|2431260| 18 | 57,43 |-3,27|-5,23| 0,50 CTTTTTGGGCGTCGTGAT

FIP 40 TGCGCTCTTCATCGACACAC-
TTGACCATACGTACAACTCT

BIP 43 ACTGCTTTGAACATCGACATCTTGA-
TTTATAAGCCGACCCTCG

F2/65|84| 20 | 55,39 |-5,02|-4,24|0,40 TTGACCATACGTACAACTCT
F1c|106/125| 20 | 62,41 |-7,32|-5,21|0,55 TGCGCTCTTCATCGACACAC
B2 |223/240| 18 | 55,25 |-1,98|-6,47|0,50 TTTATAAGCCGACCCTCG
B1c|156/180| 25 | 62,96 |-5,63|-4,27|0,40 |ACTGCTTTGAACATCGACATCTTGA
LF|88|104| 17 | 60,28 |-6,77|-6,78| 0,65 AGCCGAGTGATCCACCG
LB 201217 17 | 61,63 |-4,93|-7,18| 0,65 TTAGCCTGTGGCCACGC

- V& mat kich thudc: cac moi thiét ké déu co chidu dai tr 17 dén 25
nucleotit, %GC nam trong ti 1 tot nhat (40% - 65%).
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- Nhiét d6 néng chay cua cac cap mdi déu théa man diéu kién cua mdi LAMP
chuén. Muc ning hrong tr do & cac dau 3’ cua cac mdi F2/B2; F3/B3; LF/LB va diu
5’ctia F1c/Blc duoc thiét ké c6 AG tir -7,32 dén -5,02 < -4Kcal/mol, day 1a yéu ciu
bat budc doi véi mot bo modi LAMP.

- San pham khuéch dai sau phan @ing LAMP bing cip mdi F3-B3 c6 kich
thuéc theo ly thuyét 1a 218 bp < 280 bp.

3.2.2. Tinh dgc higu va khd ning hoat déng ciia bg méi LAMP
3.2.2.1. Tinh dgc hiéu cua bé méi LAMP

Trén ly thuyét dé khing dinh san pham PCR khuéch dai bang bo méi ding la
trinh ty cua giéng Fasciola spp., ching t6i sir dung chuong trinh Primer Blast trén
NCBI dé kiém tra tinh dic hiéu caa cap mdi F3-B3. Két qua thu dugc cho thdy, mdi
bét cip hoan toan véi trinh ty ITS2 cia SLGL duoc cdng bd trén NCBI.
3.2.2.2. Khdo sét kha nang hoat déng cuia bg méi LAMP

Dé déanh gia kha nang hoat dong cua bo moi thiét ké, ching toi tién hanh thyuc
nghiém phan tng LAMP sir dung b moi tu thiét ké trén nén mau ADN cua sén 14 gan
16n, theo cac diéu kién theo khuyén céo cia hing New England Biolabs ddi véi bo
sinh phdm Bst Taq polymerase.

Hinh 3.1. Sdn phdm LAMP si dung bg moi tee thiétké dic higu cho san 14 gan lon

Tir két qua dién di trén gel agarose 2% cho thy, sin pham sau phan ng c6
dang dai bang dai nhu thang chuin ADN, day la hinh anh dac trung cia san pham
LAMP, b méi ching t6i thiét ké co kha nang hoat dong tét.
3.2.3. Két qud tgo ching dueng cho bg kit

Cac buéc tao chung dwong dugc thyc hién theo quy trinh SOP
NIMPE.HD 03.PP/36: “Quy trinh tao ching dwong cho bg kit LAMP chan doan san 14
gan l6n trén nguoi biang cdng nghé ADN tai td hop”, 6 sira dbi. Poan trinh tu bao ton
trén gen ITS2 cua SLGL c6 kich thudc 461 bp dugc chén vao vector pUC19 va nhén
dong. Két qua ching t6i thu dwoc Plasmid tai té hop mang doan gen 1TS2 dac trung
cho SLGL c6 kich thuéc 3147bp. Luong Plasmid thu hoi la 5ug va hoa tan trong 50pl
dé thu dwoc ndng d¢ 100ng/ul.
3.2.4. Khdo sét, téi wu hoa cac diéu ki¢n phdn iimg LAMP
3.2.4.1. Két qud khdo st nhiét dg gan moi tol wu

Tiéu chi danh gi lva chon nhiét d6 gin mdi dua vao viéc quan st san pham
LAMP di¢n di trén gel agarose 2%. Két qua dién di san phim LAMP cho thiy &
nhiét d6 63°C, san phiam khuéch dai dat hiéu suit cao nhat.
3.2.4.2. Két qua khao sat nong dé MgSO4

Khi tién hanh khao sat néng ¢ MgSOs, chiing t6i tién hanh cac phan ing & cuing
nhiét do lai 63°C, thanh phan cac chat tham gia phan ng la nhu nhau, chi khéc biét vé
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nong d6 MgSO4: 4mM, 6mM va 8mM. Két qua dugc danh gia théng qua dién di san
pham trén gel agarose 2%, MgSO4 8 mM cho san pham LAMP véi hiéu suit khuéch
dai cao vaén dinh.
3.2.4.3. Két qua khdo sat thoi gian thyc hién phan iing LAMP
Khao sat thoi gian tdi thiéu thuc hién phan tng LAMP tir 40 dén 60 phdt,
cac thanh phan phan tng: ADN khudn, mdi, dém phan ung, nong d6 Mg?* 8
mM... va cac diéu kién khac giir nguyén va dong nhat, chi thay déi thoi gian thuc
hién phan rng. Két qua cho thiy thoi gian téi thiéu dé khuéch dai ADN trong
phan ¢ng LAMP 1a 60 phdt.
3.2.4.4. Két qua khdo sét chat chi thi mau cho phdn ing LAMP
Trong nghién ctu ndy, ching tdi lya chon xanh malachite la chat chi thi mau

cho phan ing LAMP. Céc néng dd MG dugc khao sat la 0,0012%, 0,008%, 0,004%
va 0,001%. Két qua duoc ghi nhan qua viéc quan st sy thay d6i mau cua dung dich
trong céc 6ng sau phan tng LAMP va dién di san pham trén gel agarose 2%. Nong do
MG 0,004% la ndng d6 téi uu c6 thé phan biét duoc cac mau duong tinh va am tinh.
3.2.5. Khdo sat nguang phat hién bg kit LAMP chén doan san lagan lén

Thir nghiém duoc chia lam hai giai doan.

Giai doan mét: Thuc hién do diém gigi han phat hién so cip

Giai doan hai: Thyc hién do ngudng phét hién véi do tin cay 95%
(LOD95%). Két qua duoc danh gia bang cach quan sat su thay d6i mau dung dich
trong cac 6ng sau phan ang LAMP va dién di san pham trén gel agarose 2%.

Ong L nong d5 ADN 10ng/ul.

4 Ong 2: nong  doADN 107ng/pl.

Ong 3 nong  doADN 10°ng/pl.

! A Ong 4: ndng  do ADN 10°ng/pl.
9 W ¥ Ong & nong  do ADN 10*°ng/pl.
i Ong 6: nong  doADN 10"'ng/ul.

Ong 7: Chirng &m 1
Ong 8: chirng am 2

Hinh 3.2. Khdo sét ngudng phat hi¢gn ciia bg méi LAMP chan doan SLGL
Bdng 3.9. Keét qud khdo s&t nguéng phat hién cia bg moi LAMP

Nong dg ] Két qua ‘
(ng/ul) Lan1 Lan 2 Lan 3
10 &) &) &)
07 &) &) &)
108 &) &) &)
1079 ™ ™ &)
1010 O O 0
o1 8 e 0
Negl () () ()
Neg2 () () )
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Két qua ngudng phat hign so cip cua bo kit 1a 10° ng/ul tuong Gng voi
2,94x101 56 ban sao/pl. )
Bidng 3.10. Khdo sét nguéng phat hién cia bg kit chan doén sén la gan lén

Nong d S6 lwong bansao |86 1an 13p| $6 1an dwong | Ty 1¢ dwong
(ng/pl) (ban sao gen/pl) lai tinh tinh (%)
1x10° 2,94x10? 12 12 100,00
1x107 2,94x10" 12 12 100,00
1x10°® 2,94x10° 12 12 100,00
1x10° 2,94x10 12 12 100,00

7,5x 1010 2,21x10? 12 11 91,67
5x10°%0 1,47x10* 12 8 66,67

2,5x10°%° 7,35x1072 12 6 50,00

1,25x10° 3,68x102 12 4 33,33
1x10° 2,94x107? 12 1 8,33

6,25x10! 1,84 x 102 12 0 0,00

Két qua LOD95% cua bo kit 12 2,21x10" s6 ban sao gen/pl (95%Cl:1,79x10™"
ban sao gen/ul dén 3,01x10 ban sao gen/pl).
3.2.6. Py nhay, dé ddc higu cua bg kit LAMP

Tién hanh déanh gid do nhay, do dic hiéu trén 130 miu phan. Két qua xét
nghiém duoc trinh bay tai phu luc 4.

D6 nhay, d6 dic hiéu cua bo kit LAMP so sanh véi phurong phap tiéu chuin

vang PCR. .
Bdng 3.11. Bj nhay, dé ddc hiéu bg kit LAMP chdn doén san 14 gan lgn
Fasciola- PCR 2
LAMP Duong tinh Am tinh Tong
Duong tinh 29 3 32
Am tinh 1 97 %8
Téng 30 100 130
o nhay, Se: 96,67% (95% CI: 82,78 - 99,92);
do dac hiéu Sp: 97,0% (95% Cl: 91,48 - 99,38)

D6 nhay, d6 dic hiéu cua bo kit LAMP chan doan SLGL lan lrot la 96,97% va
97%.
3.2.7. So sanh bg kit véi bé mai c6 cling muc dich va danh gia b kit tai thuc dia
Do chua c6 bo kit LAMP chidn dodn SLGL dugc thuong mai hoa trén thi
truong, chdng tdi tién hanh so sanh b kit LAMP véi b mdi LAMP chan doan SLGL
cuia thc gia Martinez va cs cong b trén tap chi Parasites & vectors nim 2016 [83].
Qua trinh nay duoc tién hanh thuc nghiém trén 50 mau: 25 miu dwong tinh, 25 mau
am tinh da duoc xac dinh bang phuong phép PCR.
Bing 3.12. Hé s6 KAPPA gisa bg kit LAMP - NIMPE va by méi Martinez
LAMP-NIMPE
Duong Am

Téng
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. A . Duong 24 0 24
B¢ moi Martinez Am 1 25 26
Tong 25 25 50

Kappa= 0,96; Ty ¢ twong dong giira hai phwong phap 1a 96%.

Vai Kappa = 0,96 chung té kha nang phat hién chan doan cua bo kit LAMP
(véi ngudng phéat hign 1a 10ng/pl ADN).
3.2.8. Pj én dinh ciia bg kit LAMP chin doan san la gan lén

Bo sinh pham déng géi va duoc bao quan trong nhiét do - 20°C + 5°C. Cac mau
str dung dé déanh gia 1a 3 mau chuan dwong & ndng do 10°°ng/ul, 10" ng/pl va 10°ng/pl, 2
mAu bénh duong tinh, 2 mau am tinh. Cac thi nghiém duoc tién hanh 1ap lai mai thang 1
1an, 3 thang mot I4n va sau 12 thang & cac didu kién bao quan 2-8°C va - 20°C + 5°C sau
khi m& nap bo kit.
Bing 3.13. Két qua khdo sat dg on dinh cia bg Kit sau 12 thang bdo qudn

Nong d¢ Piéu kién bao quan - 20°C £ 5°C
(ng/pl) Lan 1 Lan 2

106 (+) (+)
107 (+) (+)
10° (+) (+)
ADN miu 1 (+) (+)
ADN miu 2 (+) (+)
Negl () ()
Neg2 () ()

y ¥ 9 @
§

1 vy “a - ® v
Hinh 3.3. Két qud khdo sat dg on dinh ciia bg kit sau 12 thang

Két qua cho thy, bo kit van hoat dong on dinh sau 6 thang mé nép sir dung va
1 nam ké tir ngay san xuit khi chua mo nap, dong thoi khong tién hanh 1am tan va
déng da bo kit LAMP qua 3 lan.
3.2.9. Pong goi thanh pham bg kit, xay deng tiéu chudn co sé va ding ky kiém dinh
bé kit
3.2.9.1. Péng g6i thanh pham bé kit, hudng dan si dung, bao quan bé KIT

Bo kit dugc dong g6i 50 phan tng/bd, gdm: To hudng dan sir dung cia bo kit
va 6 6ng hoa chit. Ngoai hop cua bo kit c6 nhan véi day du théng tin vé 16 san xuét,
ngay hét han, diéu kién bao quan, noi san xuat.
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Hinh 3.4. Hinh dnh b4 kit LAMP chdn doan san 14 gan lén

Théng tin cu thé trén céc 6ng thanh phan cua bo kit LAMP chan doan SLGL
duoc trinh bay chi tiét & phu luc 6. Huéng dan st dung bo kit LAMP chin doan SLGL
duoc trinh bay chi tiét trong phu luc 7.
3.2.9.2. Xay dung tiéu chudn co s va ddang ky kiém dinh bg kit

Nhém nghién ciu tién hanh xay dung tiéu chuan co sé cua bo kit LAMP chan
doan SLGL dua trén ba thong s6: Do nhay, d6 dac hiéu va ngudng phat hién.
Bing 3.14. Tiéu chudn co sé ciia bg kit LAMP chdn doan SLGL

Chi tiéu danh gia Tiéu chuin co sé'

Do nhay > 95%

Do dac hiéu > 95%

Ngudng phat hién | 2,21x10" 56 ban sao gen/ul (95%C1:1,79x10™ ban
LOD95% sao gen/ul dén 3,01x10*ban sao gen/ul)

B tiéu chuin co s& ndy dd duoc tham dinh boi Vién kiém dinh Qudc gia va
Sinh pham vy té.
3.2.10. Két qud danh gia ty 1¢ nhiém SLGL trén nguwoi tai 4 xa thugc 2 tinh Thanh
Héa va Nghé An nam 2020-2022
Bing 3.15. Két qud xét nghigm SLGL bang cac phwong phap ELISA, xét nghiém
phéan, LAMP 4 x& thugc 2 tinh Thanh Héa va Nghé An nam 2020-2022

Két qua xét nghiém (n=2014) Téng
. Thanh Héa (1004) Nghé An (1010)
Ket qua
ELISA o o o
osoi- | 3| s 5|8 5|5 2 5|5
(+) L o - L o - L o -
0,1-05 8 0 1 13 0 0 21 0 1
>0,5-<10 3 0 2 7 0 3 10 0 5
>1,0 1 1 1 3 3 3 4 4 4
Tong (+) 12 1 4 23 | 3 6 | 3 | 4 | 10
Am tinh 992 | 1003 | 1000 | 991 | 1011 | 1008 | 1979 | 2010 | 2004

Toan by cac mau (+) vai xét nghiém phan déu dwong tinh véi bo kit LAMP,
ngoai ra con phat hién 5/10 mau (50%) c6 d6 OD tir 0,5 dén 1, duong tinh vai bo kit
LAMP va chi ¢6 01 truong hop mau ¢6 OD < 0,5 dwong tinh véi b kit LAMP. Ty 1é
nhiém SLGL chung ¢ hai tinh qua ki thuat LAMP 14 0,5%.
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Chuwong 4: BAN LUAN
4.1. M ta thuc trang nhiém va xac dinh mét sé yéu t6 lién quan nhiém san 4 gan
16N trén nguwoi tai 4 xa thugc 2 tinh Thanh Hoa va Nghé An nam 2020-2022
4.1.1. Pgc diém chung cia déi tweng nghién ciu

Nghién ciru tién hanh diéu tra trén 2014 nguoi dan sinh song tai cac x& Phi
Lam, Tan Truong (thi x& Nghi Son, tinh Thanh Héa) va x& Nghia Thuan, Nghia My
(thi x& Thai Hoa, tinh Nghé An). Chdng toi cha dong lya chon nhém ddi tugng tir 18
tudi trg 18n do trong mét sé nghién ciru trude day vé san 1a gan 16n chi ra nhém tudi
dudi 18 thuong c6 ty Ié nhiém san I4 gan I6n thap.

Déi tugng nghién ciru chir yéu thudc nhém tudi tir 41 — 60 tudi (40,42%) va tir
21 — 40 tudi (39,18%), thap nhit la nhém tir 18-20 tudi (gan 4%). Phan bd nhém tudi
tuong dong véi nghién ciru cia Ngo Van Thanh (2016) [95], Poan Thiy Hoa (2020)
[96]. Nit gigi chiém ty I& cao hon nam gidi, lan luot 1a 53,67% va 46,33%, twong ty Véi
nghién cuu cua Nguyén Thu Huong [97], Nguyen Khic Lyc [98]. Ching tdi chon
ngau nhién nguoi dan trong cong ddng nén phan b nhém tudi, gioi tinh cua dan cu co
thé anh huong dén cac dac diém nay & dbi tugng nghién cuau.

Khi dwoc hoi vé tinh trang biét dén bénh SLGL, chi c¢6 35,3% ngudi dan co biét
dén bénh nay. Bic diém trinh d6 hoc véan cua ngudi dan véi phan Ion tir trung hoc phd
théng tré xudng c6 thé 1a nguyén nhan dan dén ty I¢ hiéu biét vé bénh con chua cao.
bic diém nay twong dong véi nghién ciru cia Nguyén Thu Huong tai Quang Ngéi khi
bo céo 34,1% ngudi dan cé biét vé bénh SLGL [97]. Vé tinh hinh sir dung nha vé
sinh, két qua cho thiy c6 94,14% nguoi dan song trong nha c6 hé xi va 83,71% sir
dung hé xi hop vé sinh (hé xi tu hoai hoac hé xi 2 ngan). Bac diém nay tuong dong voi
nghién ctru cua Poan Thiy Hoa (2020) tai Ninh Binh. Vé théi quen in séng rau thay
sinh, phan I6n d6i tuong co thoi quen nay (87,39%) va hon 1/4 dbi tugng thuong
xuy@n an song rau thiy sinh. Ty 1& ngudi dan thuong xuyén an séng rau thiy sinh ¢ 2
x4 cua tinh Nghé An cao hon so véi tinh Thanh Hoa, cao nhit ¢ xa Nghia My (gan
35%). Loai rau thay sinh dugc sir dung nhidu nhat Ia rau xa lach (24,6%) va rau ngd
(22,44%). Ton Nit Phuong Anh va cs nghién ctu ¢ bénh nhan dén kham tai chi ra c6
75,6% bénh nhéan c6 thoi quen an rau thay sinh chua chin [102].

4.1.2. Thyc trgng nhiém séan 14 gan lén trén ngudi tai 4 x& thuge 2 tinh Thanh Héa
va Nghé An nam 2020-2022

Dé xéc dinh tinh trang nhiém SLGL ¢ nguoi dan, ching téi tién hanh 2 xét
nghiém la: xac dinh khang thé khang SLGL trong huyét thanh bing ELISA, xét
nghiém phén bang phwong phép Iang can. Chung toi chi phat hién trang SLGL khi xét
nghiém phéan bang phuong phap Iang cin & 4 ddi tugng (chiém 0,2%) — ty 1¢ rat thip
nhung turong déng voi két qua nhidu nghién ciru khac. Nghién ciu tai Malaysia, Thai
Lan sir dung phuong phép soi phan tim trimg SLGL bao céo ty 1& dwong tinh lan luot la
0,3% va 0,5% [103]. Mot nghién ciru khéac trén ddi tuong tré em tai Pakistan nam 2019
ciing cho két qua tuong ty [40]. Di véi xét nghiém Ab-ELISA, 35 dbi tugng co két
qua duong tinh, chiém ty 1é 1,74%. Ty I¢ nhiém SLGL trén ngudi x4c dinh dwoc bing
ky thuat ELISA cao hon c6 y nghia thong ké so voi xét nghiém phan béng phuong
phap Iang can. Ty Ié nhiém SLGL trong nghién ctu cua ching t6i ciing thap hon so
v6i mot s6 nghién cau trong va ngoai nudce, nhu cua Nguyén Van Van [50], Nguyén
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Thu Huong [97]. Nam 2012, mét nghién ctu tai thanh phd HS Chi Minh trén 10.084
nguoi dan, sir dung ky thuat ELISA cho thay ty 1¢ nhidm SLGL la 5,9% [104]. So
sanh voi cac nghién ciu trén thé gigi, Y. Corrales va cs (2021) diéu tra vé tinh trang
nhiém SLGL & ngudi tai cAc trang trai chan nudi ving nong thon Andes & Venezuela
chi ra trong s6 34 ddi twong khong c6 dbi turong ndo soi phan phat hién trimg nhung c6
29,4% c6 két qua SP-ELISA dwong tinh [105]. Két qua mot nghién ctru phan tich tong
hop béo céo ty 1& nhidm SLGL trén toan ciu la 4,5% (95%CI: 3,1 - 6,1%), trong do ty
1¢ tai Chau A 12 2,0% - twong dwong vai két qua caa ching téi [3].
4.1.3. Mt sé yéu té lién quan nhiém san 14 gan lén trén nguoi tai 4 xa thugc 2 tinh
Thanh Héa va Ngh¢ An nam 2020-2022

Lién quan giza tudi va tinh trang nhiém séan & gan lén

Chung toi khong tim thdy mdi lién quan giita tudi va tinh trang nhidm SLGL.
Két qua nay c6 su khéc biét so voi nghién cau cua Nguyén Khic Luc (2010) [98],
Nguyén Thu Huong [97]. M.A. Najib va cs (2020) nghién ctu tai Malaysia & nguoi
dan va cong nhan trong céc trang trai gia stc cho thay nhém tir 18 tudi tro 1én ¢ nguy
co nhiém SLGL cao gap hon 3 lan nhém dudi 18 tudi [108]. Mot s nghién ciru cho
thay tudi 1a yeu t6 co lién quan dén nhiém SLGL, thudng gdp ¢ nguoi truéng thanh
véi ty 1& méic tang dan theo tudi va giam di & nguoi cao tudi. bac diém phan b giira
céc do tudi cha yéu lién quan dén tap quan xa hoi do dap ung mién dich thuong it c6
vai trd quan trong trong nhiém SLGL.

Lién quan giza gidi tinh va tinh trang nhiém SLGL

Ching t6i ciing khong tim thay moi lién quan giira gigi tinh va tinh trang
nhiém SLGL. Két qua cua ching ti c6 su khac biét so véi nghién ctu ciia Nguyén
Thu Huong [97], Nguyén Khic Lyc [98]. Toan Nguyen va cs (2016) nghién cuu tai
thanh phd Ho Chi Minh cho thiy nam gidi ¢6 nguy co nhidm bénh thip hon nit gisi
0,8 lan (95%Cl: 0,69 — 0,96) [104]. Do dap wng mién dich thuong it c6 vai tro quan
trong trong bénh nay nén su khac biét vé kha nang mac bénh giita hai gidi chu yéu do
céc yéu td hanh vinguy co.

Lién quan gizza nghé nghiép va tinh trang nhiém SLGL

Nhém dbi tuong ndng dan ¢ ty & nhiém SLGL la 1,69%, tuong duong véi
nhém cac nghé con lai gdm cdng nhan, can by, huu tri, di hoc, nghé tu do.... Két qua
nay cua ching t6i ¢ su khac biét so voi mot sé nghién ciu cua Nguyén Thu Huong
[97], Nguyén Khic Luc [98] khi bdo cao nong dan la nhém nghé nghiép cé ty lé
nhiém SLGL cao nhit. Néng dan thuong c6 ty & nhiém cao nhat do tinh chat cong
viéc phoi nhidm voi cac yéu td nguy co nhu tang kha nang tiép xic voéi ngudn nuéc 6
nhiém, khéng an toan, diéu kién vé sinh kém, chan nuéi gia suc. Chung tdi khong thiy
mdi lién quan giira nghé nghiép va nhidm SLGL c6 thé la do tai Viét Nam, nguoi dan
thuong tham gia vao nhiéu cong viéc khac nhau. Nhiing nguoi can bg, huu tri hodc
cong nhan van cé nhiéu thoi diém lam cac cdng viéc trong trot, chian nudi nhu nhiing
nguoi ndng dan. Do d6 nguy co nhiém giira cac nhom ddi twong nay con chua cé su
khac biét ro rang.

Lién quan giza hoc vén va tinh trang nhiém san 14 gan lén

Ty 1¢ nhidm sén 14 gan 16n & ¢ hoc van tir tiéu hoc tro xudng la 2,37%, cao
hon so v&i nhém tir THCS tro 18n 1,61%. Tt ca 111 nguoi dan c6 trinh d6 trén THPT
déu khdng nhidm SLGL. Tuy nhién, sy khac biét vé& ty I& nhiém giita cac nhom trinh
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d6 hoc van khang c6 y nghia thong ké. Biéu nay c6 thé la do ty & nhiém SLGL thép,
s6 leong nguoi nhiém chua di nhiéu nén thdng ké chua du tac dong. Két qua cua
ching téi trong ddng voi nghién cau cua Nguyén Khic Lyc (2010) [98], Boan Thiy
Hoa (2020 [96]. Trinh d6 hoc vén ¢ thé anh hudng den nhiing tiéu chuan vé vé sinh va
thoi quen ca nhan. Ngoai ra nhitng ngudi ¢6 hoc van cao hon ciing thuong ¢6 y thic
hon trong viéc tim hiéu va du phong cac loai bénh tat. Ho ciing c6 thé cé kha ning
hiéu va ap dung cac bién phap khi duoc gido duc, truyén théng phong bénh.

Lién quan giiza hiéu biét vé bénh SLGL va tinh trang nhiém SLGL

Hiéu biét vé bénh SLGL s& gilip con ngudi c6 kién thirc, thai do va thyc hanh
t6t hon Vé cAc bién phap du phong. Qua phan tich, chlng ti thay nhiing nguoi dan chua
nghe vé bénh SLGL c¢6 nguy co méc bénh cao hon nhém d tirng nghe vé bénh nay gan
6 lan. Nhirng nguoi da ting nghe dén bénh SLGL ciing thuong thuge nhém c6 trinh
d6 hoc van cao hon. Nhitng nguoi dan dé timg nghe vé bénh nay c6 thé da cé nhiing
hiéu biét nhat dinh vé bénh, trong d6 c6 cac yéu td nguy co va bién phap du phong. Do
vay nén ty Ié nhidm & nhém ddi tuong nay 1 thip hon. Két qua nay ciing gop phan
goi mé vé hiéu qua cuia céc chwong trinh can thigp gido duc, truyén thong sirc khoe
trong nd hyc lam giam ty ¢ nhiém SLGL.

Lién quan giira diéu kién nha vé sinh va nhiém SLGL

Str dung hé xi hop vé sinh la mét trong nhiing yéu té quan trong anh
huong dén nhiéu bénh ly dudng rust. Két qua caa ching tdi cho thay, nguoi dan séng ¢
gia dinh khéng c6 hé xi hoic c¢d hé xi khdng hop vé sinh ¢6 nguy co nhiém SLGL cao
gap 4,5 1an (95%Cl: 2,29 — 8,85) so v4i ngudi dan song ¢ gia dinh ¢6 hé xi hop vé
sinh. Bac diém nay tuong dong véi nghién ciru cia Nguyén Thi Thanh Huyén (2018)
[110]. H& xi/nha tiéu tu hoai gip qua trinh xtr ly chit thai t5t hon nén han ché su 6
nhiém va kha nang lan truyén mam bénh ra méi treong nudc ciing giam nhiéu. Y.
Huang va cong sy (2017) tién hanh mat nghién ctru can thigp lién tuc bang chién lugc
kiém soat tich hop trong d6 c6 viéc tac dong vao hé théng nha vé sinh. T4t ca cac hd
xi/nha tiéu kiéu cii duoc thay thé bang hd xi/nha tiéu hop vé sinh véi thiét ké xir ly vo
hai. Két qua kiém tra cho thiy da khong phat hién thay tring ky sinh trang séng nao
trong cac mau phan tir cac hé xi/nha tiuduoc xay dung lai [111].

Lién quan giiza thoi quen an uéng va tinh trgng nhiém SLGL

Thai quen an u0ng dong vai tro quan trong trong viéc lay truyén bénh SLGL.
Chuing t6i thay ring déi tugng thuong xuyén an sdng rau thiy sinh co nguy co mac
bénh cao hon nhém thinh thoang/hau nhu khéng an 7,28 lan (95%Cl: 3,47 — 15,26).
Két qua nay cua ching t6i twong dong véi nhiéu nghién ctu trong va ngoai nudc
[109],[112],[113],[114]. Nghién ctru cta ching toi ciing cho thiy nguoi dan an rau cai
xoong ¢6 ty 1¢ duong tinh (3,5%) cao hon so véi rau ngd (2,78%), rau mudng (1,2%),
rau xa lach (0,46%). Trong vong doi phét trién ciia SLGL, sau khi phat trién thanh tring
nang cercariae duoc giai phai phong khoi ¢ va tim dén mot s thyuc vat thiy sinh
thich hop dé bam vao va phat trién thanh nang tring Metacercariae. Con ngudi va cac
loai dong vat c6 vl s& méc bénh néu in phai thuc vat cd chira Metacercariae. Do vay, néu
con nguoi ¢6 théi quen thudng xuyén an sdng rau thity sinh thi nguy co mac bénh tich
lay cang cao.
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4.2. Ché tao b kit Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) phat hi¢n
nhiém san 14 gan 16 tai thuc dia
4.2.1. Thiét ké bg moi LAMP

Trén thé gioi, nhiéu tac gia dé sir dung ky thuat LAMP trong chan doan nhigm
SLGL trén ddi twong gia stc nhu trau, bo, clru. Vang gen dugc cac téc gia quan tam st
dung 1 viing gen 1TS2. Tuong ty, ching toi ciing sir dung trinh tu gen nay dé thiét ké
bd mdi. Két qua thu dugc doan trinh ty bao tdn cho gidng Fasciola co kich thudc
461bp. Vai ving trinh ty bao ton nay, chang téi thu duoc 100 b moi khac nhau. Bo
mdi dugc lya chon cudi cing dap tng duoc céc yéu cau ky thuat vé mat kich thuéc
chiéu dai moi F3, B3; ty 18 % GC nam trong khoang 40 — 65%; nhiét d6 nong chay cua
cac cap mdi déu théa man didu kién cua méi LAMP chuin va mac ning luong te do &
cac dau 3’ cua cac mdi F2/B2; F3/B3; LF/LB va dau 5’cua Flc/Blc duoc thiét ké co
AG tir -7,32 dén -5,02 < -4Kcal/mol. Kich thuéc san pham khuéch dai sau phan tmng
LAMP bing cap mdi F3-B3 c6 kich thudc theo ly thuyét 1a 218 bp, dam bao yéu cau
k¥ thuat 1a < 280 bp.
4.2.2. Tinh dgc higu va khd ndang hogt dgng ciia bg moi LAMP

Chung t6i sir dung chuong trinh Primer Blast trén NCBI dé kiém tra tinh dic hiéu
ctia cap mdi F3-B3. Két qua cho thay, mdi bat cap hoan toan véi trinh ty ITS2 cia
SLGL dugc cong bd trén NCBI. Tién hanh thyc hién phan tng PCR sir dung cip mdi
F3-B3 voi mau ADN cua SLGL, sén 14 gan nhé, sén 14 rudt nho. San phém PCR duogc
dién di trén gel agarose 2% dé kiém tra sy bat cap ciia moi trén gene ITS2 cua timng
loai. Ngoai ra, dé khang dinh san pham khuéch dai thu dugc sir dung cap moi F3-B3
chinh 1a cua SLGL, chdng t6i tién hanh giai trinh ty san phdm nay va nhan thiy ving
trinh tu twong dong cua san phim PCR sir dung cap moi F3-B3 vai trinh ty vang gen
ITS cua Fasciola la 100%. Két qua E ching t6i thu dwoc dat 2x10% ching to su
tuong dong giira c&c trinh tu ching t6i thu dwoc véi trinh ty trén ngan hang gen la
déng tin cay.
4.2.3. Kho sét, téi wu hoa céc diéu kién phdan iing LAMP Nhiét &g gdn méi

Nhiét d6 gin mdi (T.) 1a yéu té quan trong hang dau, quyét dinh tinh chinh xac
cling nhu hiéu qua khuéch dai cua k§ thuat PCR va céc k¥ thuat khac, phét trién tir PCR.
Két qua dién di san pham LAMP thu duoc cho thay nhiét do phi hop nhit cho LAMP
1a 63°C, nhiét d¢ nay dao dong quanh diém nhiét do nong chay (Tm) caa bo moi la
59C + 2. Két qua nay tuong dong voi cac nghién cau cia Ai va cs (2016) va
Mactinez va cs (2015), déu c6 nhiét d6 bam mdi 1a 63°C. Nhiét d6 63°C duoc danh
gia la nhiét do lai ly tuong theo ly thuyét, c6 kha ning chiu dung cac chat wc ché
thuong duoc tim thay trong cac mau chan doan bénh. Day ciing la nhiét do phu hop
nhat cho hoat tinh xtc tac cua enzyme trong vi khuan so véi Bacillus ty nhién. Tir két
qua nghién ctru nay, nhiét d6 63°C dugc lua chon dé tién hanh cac thi nghiém tiép
theo.
4.2.4. Khdo sét nong dg MgSO4

Nbng d6 MgS04 anh huéng dén hiéu qua va tinh dac hiéu caa phan wng PCR
[116]. Voi nghién ctru nay, ching t6i nhan thidy MgSO, ¢ 8 mM Ia ndng do tdi wu cho
phan @ng LAMP, két qua nay cua ching toi twong dong voi két qua nghién ciu cua
Martinez (2016) [73]. Nong d6 8 mM ciing nam trong khoang nong do téi uu theo
khuyén céo ciia nha san xuat enzyme Bst ADN polymerase.
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4.2.5. Khdo sét thoi gian thgc hign phdn #ng LAMP

Déi vai thoi gian thyc hién phan g LAMP, tién hanh khao sat véi cac médc
thoi gian 1a 40 phat va 60 phut. Cac thanh phan phan tng giir nguyén va dong nhat. O
mdc 40 phat, lwong san pham caa phan wng LAMP thu duoc con it. G méc 60 pht,
luong san pham ADN téng hop dugc cao hon, cac band dién di thu dugc ré rang. Do
vay, chang tdi lya chon thoi gian u 60 phit dé phat trién cac bo kit LAMP. Cac nhom
tac gia Ai va cong su phat trién ky thuat LAMP chan doan SLGL; Chen va cs xay dung
ky thuat LAMP chan do&n Paragonimus westermani vai thoi gian phan g la 45 phat
— ngin hon so véi két qua cia ching téi [72], [117]. Téc gia Lé Thanh Hoa va cong su
thuc hién phan tng LAMP chan doén san 14 gan nho véi thoi gian phan ¢ng la 75 phat
— dai hon so vai nghién ctru caa ching toi [118].
4.2.6. Khdo sét chdt chi thi mau cho phdn #ng LAMP

Trong nghién ciru nay, ching tdi lya chon Xanh malachite 1a chat chi thi mau
cho phan tng LAMP. Két qua cho thay nong d6 MG 0,004% la t6i uu dé c6 thé phan
biét duoc cac miu dwong tinh va am tinh. Nong d6 MG cao hon din dén sy gia tang
dwong tinh gia, ndng d6 MG thip s& khong thé phan biét dwoc miu &m va mau dwong.
Két qua nay cia ching t6i ciing twong dong véi céc tac gia khac khi sir dung MG lam
chat chi thi mau cho phan tng LAMP [122], [123]. Vé kha ning giit mau sau phan
ng, két qua cho thiy: Mau xanh lam ¢ c4c 6ng mau dwong tinh sau phan @ng van con
nguyén cho dén t6i da 6 tuan, & diéu kién nhiét d6 phong.
4.2.7. Khdo sat nguang phat hién ciia bg kit LAMP chdn doén san lagan lén

Ngudng phét hién cua ky thuat LAMP xac dinh sén 14 gan lon dugc x&c dinh
bang cach thyc hién phan itng LAMP véi nén mau 1a ddy nong do ADN pha lodng tir
plasmid tai t6 hop mang doan gen ITS2 dic trung cia SLGL. Két qua khao sat xac
dinh ngudng phét hién LOD95% cua bo kit 1a 2,21x10" sb ban sao gen/pl
(95%C1:1,79x10" ban sao gen/ul dén 3,01x107ban sao gen/ul). Chlng toi ciing tién
hanh thir nghiém ngudng phat hién cua k§ thuat LAMP véi bo moi ty thiét ké trén day
ndng do pha loAng ADN téng sd, tach chiét tir mau mé SLGL truong thanh. Két qua
cho thdy ngudng phat hién dat 10° ng/ul, twong dwong véi nghién ciru cua Ai va cs
(2010) 1a 10°ng/pl, khi sir dung k¥ thuat LAMP dé chan doan phén biét nhiém séan 1a
gan lon F.hepatica va F.gigantica ¢ ciru [72]. Dong thoi, ngudng phat hién trong
nghién ctru cua ching tdi 1a “cao” hon so véi ngudng phat hién cua ky thuat LAMP (100
3ng/ul) ma Martinez va cs (2016) st dung dé xéac dinh nhidm san 1a gan I6n trén ciu &
thuc dia [73].
4.2.8. Pg nhay, dé dac higu, ciia bg kit LAMP chdn doan san 14 gan lén, so sanh bg
kit véi bg mai cung muc dich

Nghién ciru coa ching t6i danh gia trén 130 miu phan thu thap tai hai tinh
Binh Binh va Quang Nam va cac mau bénh phim thu tir Bénh Vién Pang Van Ngit,
Vién Sét rét — Ky sinh trang — C6n trang Trung uong, trong d6 c6 30 mau duong tinh
va 100 mau am tinh. T4t ca cac mau nay déu da duogc xét nghiém bing phuong phap
lang can soi tim trang trong phan va tham dinh lai bang phuong phap gPCR. Két qua
xét nghiém bing k§y thuat LAMP cho thiy c6 33 mau duong tinh va 97 mau am tinh.
Diéu nay cho thy bo kit LAMP c6 d6 nhay cao hon va phét hién duoc nhiéu truong
hop duong tinh hon (33/30 mau dwong tinh) so véi ky thuat ling can soi tim trimg trong
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phan (27/30 mau duong tinh). Két qua nay Ia hoan toan hop 1y va tuong dong véi
nhitng nghién ctu khéc vé SLGL.

So sanh véi phuong phéap tham chiéu qPCR, két qua ciia ky thuat LAMP cho ra 01
trudng hop am tinh gia va 03 truong hop duong tinh gid. Véi truong hop mau am tinh gia:
day 1a mau khong phét hién dugc bang phuong phap ling cin soi tim tring trong phan,
nhung lai duong tinh khi sir dung k¥ thuat gPCR dé xé&c dinh. Bidu ndy chimg to, mau nay
¢6 nong do ADN thap, ky thuat LAMP c6 ngudng phét hién chua du dé phét hién ¢ nong
d6 nay. Do nhay cua kit LAMP chan doan SLGL tai phong thi nghiém 1a 96,67% (95%
Cl: 82,78 - 99,92), d6 dic hiéu la 97,0% (95% CI: 91,48 - 99,38).

So sanh véi bd moi LAMP chan doan SLGL cua tac gia Martinez va cs cong b
trén tap chi Parasites & vectors nam 2016 [73], bo kit LAMP chan doan SLGL do Vién
Sét rét — Ky sinh triing — Con trang Trung wong ché tao (v6i ngudng phét hién 1a 10
Sng/ul ADN) c6 d6 phii hgp chan doan cao, véi hé sb Kappa = 0,96.

4.2.9. Panh gia ty 1¢ nhiém san 14 gan lén trén nguéi tai Thanh Hoéa va Nghé An
bing bg kit LAMP

Sén la gan Ion (Fasciola spp.) 1a mot trong nhiing ky sinh tring gay bénh quan trong
& nguoi va dong vat, dic biét tai cc khu vuc nhiét d6i va can nhiét doi. Viéc chan doén
chinh xéc déng vai tro quan trong trong kiém soat va diéu tri bénh, tir d6 giam thiéu tac
dong dén sirc khoe cong dong va nang suat chan nudi.

Trong nghién ctu nay, phuong phap LAMP dé xac dinh duoc 10 truong hop
duong tinh véi SLGL trong tong 50 mau xét nghi¢m tai hai tinh Ngh¢ An va Thanh
Hoa, cho thy ty I¢ nhiém thyc té thip hon dang ké so voi céc phuong phép truyén
théng nhu soi hinh théi trang va ELISA. So véi phuong phép soi phan, LAMP vuot
troi khi khong phu thudc vao mat do tring trong phan — mot han ché 16n cua
phuong phép truyén thong. O cac bénh nhan nhiém nhe hoic trong giai doan dau,
s6 lugng tring duoc bai tiét ra ngoai thuong rat it va khong déu, dan dén ty lé
phét hién cua soi phan chi dung lai & 4 truong hop duong tinh trong nghién ctu
nay. Thém vao d6, kha ning nhan dién trirng caa SLGL dudéi kinh hién vi ciing bi
gisi han boi nguy co nham 1an véi céc loai trimg san 14 khac hoic cac cau tric
khong lién quan trong mau phan.

ELISA phat hién 35 truong hop duong tinh, nhung phan Ién khong duoc xéac
nhan boi LAMP, cho thiy nguy co duong tinh gia cao. Nguyén nhan chu yéu la do
ELISA phat hién khang thé khang SLGL, vin cd thé tdn tai 1au dai trong co thé sau
khi bénh da duoc diéu tri hoic tu khoi. Ngoai ra, ELISA dé bi anh huéng bai phan tng
chéo vai khéng nguyén ciia céc loai san 1a khac. Trai lai, LAMP nhim tryc tiép vao
ADN cua SLGL, gidp phét hién chinh x4c tAc nhan gay bénh bt ké giai doan nhidm, va
khong phu thudc vao mat do trirng hay su hién dién cua khéng thé. Phuong phép nay
con ¢6 uu diém vuot troi khi cd thé phat hién ADN tir bat ky thanh phan nao cua SLGL,
bao gom ca cac manh vun ky sinh triing bai tiét ra theo phan, khong chi giéi han & tring,
gilp ting cudng kha nang chan doan ¢ cAc mau c6 tai lugng thap.

Két qua nghién ciu cho thdy can trién khai rong rai phuong phap LAMP trong
chan doan SLGL tai cac viing luu hanh, déc biét la trong cac chuong trinh giam sat dich té
hoc, nham thay thé hozc b sung cho cac phuong phap truyen thdng. Viéc nay gitp cung
cap dir liéu chinh xéc hon, hd tro viéc Xy dung cac chién lugc phong chéng va didu tri
hiéu qua hon. Bong thoi, viéc két hop LAMP véi soi phan hoic ELISA c6 thé tan dung
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C&c uu diém cta moi phuong phap: trong khi soi phan va ELISA hitu ich trong viéc sang
loc ban dau, LAMP cé thé ddng vai trd xac nhan cuoi cling dé xac dinh céc truong hop
dwuong tinh thuc su.

KET LUAN

1. M6 ta thuc trang nhiém va xac dinh mét sé yéu té lién quan nhiém san
la gan I6n trén nguwoi tai 4 x& thugc 2 tinh Thanh Héa va Nghé An nam 2020-
2022

Diéu tra bang xét nghiém phan, ELISA huyét thanh trén 2014 nguoi dan tai xa
Phu La&m, x& Tan Truong (thi x4 Nghi Son — Thanh Hoéa), x3 Nghia Thuan, Nghia My
(thi x& Thai Hoa — Nghé An) cho thay:

- Ty I& nhiém SLGL qua xét nghiém phan bing phuong phap ling can ¢ 4 xa
Phu Lam, Tan Truong, Nghia Thuan, Nghia My 1an luot 12 0,2%, 0%, 0,4% va 0,2%,
ty I& nhiém chung 14 0,2%.

- Ty 1& nhiém SLGL qua xét nghiém Ab-ELISA huyét thanh ¢ 4 x4 lan ot
1,59%, 0,8%, 2,61% va 1,95%, ty 1& nhiém chung 1a 1,74%.

- Theo nhém tudi: ty 1é nhiém SLGL qua xét nghiém Ab-ELISA huyét thanh &
nhém tir 21-40 tudi 1a cao nhat (2,15%), tiép dén Ia nhom tir 41-60 tudi (1,72%),
nhém tir 18-20 tudi (1,28%) va thip nhat & nhom trén 60 tudi (0,9%).

- Theo gidi tinh: ty 1¢ nhidm SLGL qua xét nghiém Ab-ELISA huyét thanh &
nir gidi (2,04%) cao hon nam giai (1,39%).

- Theo nghé nghiép: ty & nhidm SLGL qua xét nghiém Ab-ELISA huyét thanh
& can bo, huu tri la 1,85%, ndng dan 1,69%, cong nhan 1,3% va nhoém nghé khac la
2,09%.

- Nhém dbi tuong chua biét vé& bénh SLGL c6 nguy co nhiém SLGL cao hon
nhém dbi tegng co biét vé bénh SLGL 14 5,94 lan.

- Nhém ddi tugng ¢ gia dinh khdng 6 hé xi/hd xi khong hop vé sinh c6 nguy
co nhiém cao hon nhém ddi tugng séng & gia dinh co hé xi hop vé sinh gap 4,5 lan.

- Nhém déi tuong thuong Xuyén &n song rau thuy sinh c6 nguy co nhiém séan 14
gan I6n cao hon nhém thinh thoang/hau nhu khéng an 7,28 lan.

- Khéng phét hién mai lién quan giira nhém tudi, gigi tinh, trinh d¢ hoc van,
nghé nghiép vai tinh trang nhiém san 14 gan 16n .

2. Ché tao b kit Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) phat
hién nhiém san 14 gan lén tai thuc dia

- Dé ché tao thanh cong kit LAMP chan doén san l& gan lon. Céc két qua dénh
gia, tha nghiém tai phong thi nghiém, va kiém dinh kit tai Vién Kiém dinh Quéc gia
Vic-xin va sinh pham y té.

- Bo kit LAMP chin doan san 14 gan lén c6 d6 nhay 1a 96,67%, d6 dic hiéu la
97,0% va ngudng gisi han phat hién tdi thiéu 1a 2,21x101 s6 ban sao gen/pl. D6 6n
dinh cua b kit la 12 thang trong diéu kién bao quan -20°C + 5°C; 6 thang trong diéu
kién bao quan 2°C+8°C ké tir ngay ma nap san pham.

- Ty & nhiém SLGL trén nguoi tai Thanh Héa va Nghé An khi sir dung b kit
LAMP la 0,5%.
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KIEN NGHI

1. Can tang cuong truyén thong, gido duc suc khoe nham nang cao kién thuc,
thai do cua nguoi dan ve nguy co nhiém sén 14 gan 16n. Trién khai dong bo cac bién
phép phong chdng hidu qua trong cong dong bang cach ngan ngira mot sé yéu té lién
quan chinh nhu xay dung, cai tao lai hd xi hop vé sinh, dam bao an toan vé sinh thuc
pham, an chin, udng sbi, han ché an sng rau thiy sinh. Tir d6, 1am giam ty & nhiém
san l4 gan lén trong cong dong.

2. Trién khai rong rai phuong phap LAMP trong chan doan SLGL tai cac ving
luu hanh, dac biét la trong cac chuong trinh giam sat dich t& hoc, nham bo sung cho
cac phuong phap truyen thdng. Viéc nay glup cung cap dir liéu chinh x&c hon, hd trg
viéc xay dung cac chién luoc phong chéng va diéu tri hiéu qua hon.



