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MỞ ĐẦU 

Sốt rét là một trong những bệnh truyền nhiễm gây tử vong hàng đầu trên 

thế giới, đặc biệt ở các khu vực nhiệt đới và cận nhiệt đới [1, 2]. Trong số các 

tác nhân gây bệnh, Plasmodium falciparum là loại ký sinh trùng gây sốt rét 

nặng nhất và có khả năng gây tử vong cao nhất [2]. Phác đồ phối hợp DHA 

(dihydroartemisinin) - PPQ (piperaquine) là một trong những phác đồ điều trị 

dựa trên artemisinin (ACT-Artemisinin based combination therapy) được các 

nước sử dụng phổ biến để điều trị sốt rét không biến chứng do P. falciparum tại 

Đông Nam Á như Campuchia, Thái Lan, Lào và Việt Nam [2, 3]. 

Mặc dù DHA-PPQ đã chứng tỏ hiệu quả cao trong điều trị sốt rét, 

nhưng sự xuất hiện của các chủng P. falciparum kháng thuốc là một thách 

thức lớn. Theo báo cáo của WHO, đã có những trường hợp về thất bại điều trị 

cao với DHA-PPQ ở Campuchia, Lào và Việt Nam [4-7], dẫn đến việc phải 

thay đổi phác đồ điều trị ở một số khu vực.   

 Thử nghiệm TES (Therapeuic efficacy study) là tiêu chuẩn vàng trong 

kiểm tra theo dõi hiệu lực điều trị sốt rét hiện nay. Đánh giá hiệu lực điều trị 

của DHA-PPQ giúp phát hiện sớm và phản ứng kịp thời trước sự kháng 

thuốc, từ đó bảo vệ sức khỏe cộng đồng và đảm bảo rằng bệnh nhân được 

điều trị bằng các phác đồ hiệu quả nhất [8, 9]. 

Trong theo dõi kháng DHA-PPQ, các chỉ thị phân tử chủ yếu được sử 

dụng là đột biến gen pfK13 (Plasmodium falciparum Kelch 13), trong theo dõi  

kháng artemisinin và dẫn xuất là DHA, sự tăng số lượng bản sao của gen 

pfpm2 (Plasmepsin2) và điểm đột biến E415G trên gen pfEXO (Plasmoeidum 

falcipaurm Exouclease) (chi thị phân tử trong theo dõi kháng piperaquine).  

Trong đó, gen pfK13(Plasmodium falciparum Kelch 13) mã hóa cho 

protein Kelch, nằm trên nhiễm sắc thể số 13 của ký sinh trùng sốt rét P. 

falciparum [10, 11]. WHO đã thiết lập danh sách một số đột biến trên pfK13 

như C580Y, R539T, Y493H, I543T, và N458Y là chỉ thị phân thử của kháng 

artemisinin tại khu vực tiểu vùng sông Mê Kông (Greater Mekong Subregion 

- GMS) [12]. 

Gen plasmepsin 2 (pfpm2) nằm trên nhiễm sắc thể 14 của ký sinh trùng 

P. falciparum và mã hóa cho một enzyme protease thuộc họ aspartic protease 

[13]. Enzyme này đóng vai trò quan trọng trong quá trình tiêu hóa 

hemoglobin của ký sinh trùng trong hồng cầu người, phân giải hemoglobin 
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thành các peptide nhỏ để cung cấp dinh dưỡng cho ký sinh trùng. Sự gia tăng 

số lượng bản sao gen pfpm2 là chỉ thị phân tử của kháng PPQ, một thành phần 

của phác đồ điều trị sốt rét DHA-PPQ [14-16]. 

Gen exonuclease (pfEXO hoặc PF3D7_1362500) nằm trên nhiễm sắc 

thể số 13 của ký sinh trùng sốt rét mã hoá enzym exonuclease [17]. Đột biến 

E415G trên gen pfEXO làm thay đổi nucleotide A thành G dẫn đến làm thay 

đổi axit glutamic (E) thành glycine (G) ở vị trí 415 trên gen mã hóa. Đột biến 

E415G là chỉ thị phân tử theo dõi kháng PPQ [14, 18]. 

Tại Việt Nam, một số tỉnh như Gia Lai, Đắk Lắk, Đắk Nông, và Bình 

Phước có tỷ lệ lưu hành bệnh cao [19]. Đây cũng là các tỉnh gần biên giới 

Campuchia, nơi tình hình sốt rét và sốt rét kháng thuốc diễn biến phức tạp, 

làm gia tăng nguy cơ lây lan qua lại, bao gồm các chủng ký sinh trùng kháng 

thuốc. 

Mặc dù kháng thuốc có ảnh hưởng đến kết quả điều trị sốt rét, nhưng 

trong môi trường cơ thể sống phức tạp, kết quả điều trị còn chịu tác động của 

nhiều yếu tố khác như tình trạng bệnh lý, khả năng miễn dịch của bệnh nhân 

và mức độ nhiễm ký sinh trùng. Do đó, việc phân tích các yếu tố này là cần 

thiết để tối ưu hóa hiệu quả điều trị bệnh.  

Chính vì vậy chúng tôi tiến hành thực hiện luận án ―Nghiên cứu sự 

biến đổi di truyền của một số gene kháng thuốc và mối liên quan đến 

kháng Dihydroartemisinin - Piperaquine ở chủng ký sinh trùng 

Plasmodium falciparum tại các tỉnh có lƣu hành bệnh sốt rét”.  

Mục tiêu luận án:  

1. Nghiên cứu sự biến đổi di truyền và tần số đột biến của một số gene 

liên quan tới kháng thuốc ở ký sinh trùng sốt rét P. falciparum. 

2. Đánh giá hiệu quả điều trị của DHA – PPQ trong điều trị sốt rét không 

biến chứng do P. falciparum. 

3. Phân tích một số yếu tố liên quan tới hiệu lực của DHA – PPQ trong 

điều trị sốt rét không biến chứng do P. falciparum. 

Nội dung nghiên cứu: 

Nghiên cứu này tập trung vào sự biến đổi di truyền và tần số đột biến của 

các gen kháng thuốc trong ký sinh trùng sốt rét P. falciparum, đặc biệt là các 

đột biến ở gen pfK13, pfpm2 và E415G liên quan đến kháng artemisinin và 

piperaquine (PPQ). Đồng thời, nghiên cứu đánh giá hiệu quả điều trị DHA-
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PPQ ở bệnh nhân sốt rét không biến chứng thông qua các chỉ số quan trọng 

như tỉ lệ bệnh nhân dương tính ký sinh trùng ngày 3, tỉ lệ tái phát và tỉ lệ thất 

bại điều trị. Ngoài ra, nghiên cứu cũng khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến 

hiệu quả điều trị như tuổi, giới tính, thể trạng bệnh nhân, mức độ nhiễm ký 

sinh trùng và các đột biến gen, và xây dựng mô hình dự đoán dựa trên các yếu 

tố này. 

Ý nghĩa khoa học của luận án: 

- Xác định được các yếu tố di truyền cụ thể liên quan đến thất bại điều 

trị: Kết quả cho thấy các đột biến trên gen kháng thuốc, đặc biệt là số lượng 

bản sao gen pfpm2, đột biến C580Y trên gen pfK13, và đột biến E415G trên 

gen pfEXO, có mối liên hệ chặt chẽ với tình trạng thất bại điều trị sốt rét.  

- Việc xác định vai trò của từng đột biến thông qua các hệ số của mô 

hình phân tích không chỉ giúp hiểu rõ cơ chế di truyền gây ra kháng thuốc mà 

còn cho phép đánh giá mức độ ảnh hưởng của chúng đối với kết quả điều trị. 

Sự kết hợp giữa dữ liệu di truyền và các phương pháp thống kê hiện đại tạo ra 

một nền tảng khoa học vững chắc, góp phần giải thích một cách có hệ thống 

các hiện tượng phức tạp kháng thuốc trong lâm sàng. 

Tính mới của luận án:  

+ Đã xác định được biến đổi di truyền và tần số kiểu gen kháng thuốc ở 

ký sinh trùng sốt rét P. falciparum bao gồm: đột biến C580Y trên gen pfK13 

và pfpm2; đột biến E415G trên gen pfEXO. Sự lưu hành đột biến đơn và phức 

hợp các đột biến kháng thuốc có khác nhau ở một số tỉnh có bệnh sốt rét lưu 

hành.  

+ Đánh giá được mức độ ảnh hưởng của các đột biến kháng thuốc với 

hiệu quả điều trị của DHA – PPQ trong điều trị sốt rét không biến chứng do 

P. falciparum. 

Ý nghĩa thực tiễn của đề tài:  

Ý nghĩa thực tiễn của đề tài nghiên cứu này rất quan trọng trong việc 

kiểm soát và điều trị bệnh sốt rét tại Việt Nam và các khu vực khác có tình 

trạng kháng thuốc sốt rét do P. falciparum. Cụ thể: 

- Hỗ trợ cho công tác giám sát kháng thuốc: Kết quả về tần suất xuất 

hiện các đột biến trên gen pfpm2, pfEXO và pfK13 đóng vai trò như 

một chỉ số sinh học quan trọng giúp các cơ quan y tế theo dõi sát tình 
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trạng kháng thuốc. Từ đó, các chiến lược giám sát và kiểm soát bệnh có 

thể được xây dựng và thực hiện một cách chủ động hơn. 

- Định hướng cho các nghiên cứu tiếp theo: Nghiên cứu cung cấp cơ sở 

khoa học cho các nghiên cứu tiếp theo về kháng thuốc, đặc biệt trong 

việc phát triển các loại thuốc mới hoặc phác đồ thay thế để đối phó với 

các trường hợp kháng thuốc gia tăng. Phát hiện về các đột biến gen và 

cơ chế kháng thuốc góp phần mở rộng hiểu biết về sinh học ký sinh 

trùng sốt rét. 

- Bảo vệ sức khỏe cộng đồng: Bằng cách xác định và hiểu rõ hơn về cơ 

chế kháng thuốc, đề tài góp phần giúp giảm thiểu nguy cơ tái phát và 

thất bại điều trị, từ đó bảo vệ sức khỏe của cộng đồng, đặc biệt là ở 

những vùng có tỷ lệ nhiễm sốt rét cao. Việc này cũng đóng góp vào 

mục tiêu dài hạn của Tổ chức Y tế Thế giới trong việc giảm thiểu số ca 

mắc và tử vong do sốt rét trên toàn cầu.  
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  Chƣơng 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Giới thiệu về bệnh sốt rét 

Bệnh sốt rét là một trong những bệnh truyền nhiễm phổ biến và là vấn 

đề nghiêm trọng đối với sức khỏe cộng đồng. Bệnh do ký sinh trùng 

Plasmodium gây ra chủ yếu thông qua vết cắn của muỗi cái Anopheles truyền 

sang người. Trong năm chủng Plasmodium gây sốt rét ở người: Plasmodium 

falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, 

Plasmodium knowlesi, chủng P. falciparum gây tỉ lệ tử vong cao nhất, tuy vậy 

chủng P. vivax cũng có tỉ lệ biến chứng nặng đáng kể [1, 20]. 

Bệnh sốt rét thường có biểu hiện lâm sàng đặt trưng bằng những cơn 

sốt điển hình gồm có 3 giai đoạn: rét run, sốt, vã mồ hôi có tính chu kỳ tuỳ 

theo từng loài ký sinh trùng gây bệnh. Sốt rét chưa biến chứng là trường hợp 

người bệnh mắc sốt rét nhưng không có dấu hiệu đe dọa đến tính mạng hoặc 

các triệu chứng làm sáng tỏ bệnh. Sốt rét có biến chứng (hoặc sốt rét ác tính) 

là tình trạng nghiêm trọng hơn, thường xảy ra ở những người nhiễm P. 

falciparum hoặc nhiễm phối hợp P. falciparum. Các biến chứng có thể bao 

gồm rối loạn ý thức, co giật, rối loạn tiểu tiện, nôn, tiêu chảy, tiểu nhiều lần 

trong ngày hoặc bí tiểu cấp, và đau đầu dữ dội. Thiếu máu là một triệu chứng 

phổ biến do sự phá hủy hồng cầu bởi ký sinh trùng, biểu hiện qua mệt mỏi, da 

và niêm mạc nhợt nhạt, hoa mắt, chóng mặt. Lách và gan có thể bị to, do cơ 

thể phải làm việc nhiều để loại bỏ hồng cầu bị nhiễm, gây cảm giác đau hoặc 

khó chịu ở vùng bụng trên, bên trái [20].  

Điều trị sốt rét dựa vào việc sử dụng các loại thuốc điều trị sốt rét phù 

hợp với từng loại ký sinh trùng gây bệnh. Đối với sốt rét không biến chứng do 

P. falciparum, liệu pháp ACT là lựa chọn hàng đầu dựa trên sự kết hợp 

artemisinin (hoặc dẫn xuất) với các thuốc điều trị sốt rét khác để kéo dài thời 

gian tác dụng, đảm bảo tiêu diệt hoàn toàn ký sinh trùng [3, 20]. Các loài khác 

như P. vivax, P. malariae, P. ovale và P. knowlesi cũng có thể được điều trị 

bằng chloroquine. Ngoài ra, P. vivax và P. ovale cần được điều trị thêm với 

primaquine để loại bỏ các thể ngủ trong gan gây tái phát bệnh. Khi điều trị 

đúng cách, người bị sốt rét thường có thể hồi phục hoàn toàn [21].  

Sốt rét kháng thuốc là vấn đề y tế công cộng nghiêm trọng, đặc biệt tại 

các khu vực nhiệt đới. Tình trạng này xảy ra khi ký sinh trùng Plasmodium 

kháng lại các thuốc điều trị, làm giảm hiệu quả điều trị và tăng nguy cơ tử 
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vong. Mối lo ngại lớn nhất hiện nay là kháng artemisinin – thuốc chủ chốt 

trong điều trị sốt rét ác tính. Tại Đông Nam Á, P. falciparum đã kháng 

artemisinin, làm giảm hiệu quả điều trị và kéo dài thời gian mắc bệnh. Do đó, 

cần tăng cường giám sát, nghiên cứu phát triển thuốc mới và đẩy mạnh chiến 

lược phòng chống để ngăn chặn sự lây lan của các chủng ký sinh trùng kháng 

thuốc. 

1.1.1. Tình hình bệnh sốt rét trên thế giới 

Theo báo cáo của WHO năm 2023, tình hình sốt rét trên thế giới vẫn 

đáng lo ngại với 249 triệu ca mắc bệnh được ước tính trong năm 2022, tăng 5 

triệu ca so với năm 2021. Phần lớn các ca sốt rét tập trung ở châu Phi, đặc biệt 

là Nigeria và Cộng hòa Dân chủ Congo, cùng với một số quốc gia ở Đông 

Nam Á, Ấn Độ, và các khu vực khác như Papua New Guinea và Sudan [22]. 

Từ năm 2000 đến 2022, ước tính có khoảng 2,1 tỉ ca sốt rét và 11,7 triệu ca tử 

vong do sốt rét đã được ngăn chặn trên toàn cầu. Đa số các ca mắc bệnh và tử 

vong được ngăn chặn là ở khu vực Châu Phi, chiếm 82% số ca bệnh và 94% 

số ca tử vong, tiếp theo là khu vực Đông Nam Á. Sự gia tăng các ca bệnh 

trong năm 2020 và 2021 một phần do ảnh hưởng của đại dịch COVID-19, làm 

gián đoạn các dịch vụ y tế thiết yếu. Tổng số ca tử vong do sốt rét trên toàn 

cầu trong năm 2022 là 608.000 ca, cao hơn so với năm 2019. Tỉ lệ tử vong do 

sốt rét trên toàn cầu đã giảm một nửa từ năm 2000 đến 2019, từ 28,8 xuống 

14,1 trên 100.000 dân số có nguy cơ, nhưng đã tăng lên 15,2 vào năm 2020 

trước khi giảm nhẹ xuống 14,3 vào năm 2022 [22]. Tình hình sốt rét được 

phân bố không đồng đều giữa các khu vực địa lý khác nhau. Châu Phi vẫn là 

khu vực chịu ảnh hưởng nặng nề nhất bởi sốt rét, chiếm 82% số ca mắc và 

94% số ca tử vong trên toàn cầu. Trong năm 2022, tỉ lệ mắc sốt rét ở khu vực 

này là 222,6 ca trên 1.000 dân số có nguy cơ, trong khi tỉ lệ tử vong là 55,5 

trên 100.000 dân số có nguy cơ. Khu vực Đông Nam Á chiếm 10,5% số ca 

mắc và 3% số ca tử vong toàn cầu [22].  

Tình hình sốt rét tại khu vực GMS diễn biến phức tạp. Từ năm 2000-

2022, số ca sốt rét bản địa giảm 55,5% và số ca sốt rét do P. falciparum giảm 

89,1%. Tuy nhiên, từ 2021-2022, số ca sốt rét bản địa tăng gần gấp đôi từ 

90.082 lên 170.527 ca, trong đó ca do P. falciparum tăng từ 16.490 lên 30.789 

ca. Dù đã đạt nhiều tiến bộ nhờ các chương trình phát hiện và điều trị chủ 

động, GMS vẫn đối mặt với thách thức lớn về kháng thuốc, đặc biệt là kháng 
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artemisinin, cùng với nguy cơ lây truyền do di cư qua biên giới, nhất là từ 

Myanmar sang Thái Lan. Khu vực này cần tăng cường giám sát, phòng chống 

và điều trị để đạt mục tiêu loại trừ sốt rét [22]. 

Nhìn chung, mặc dù có những tiến bộ đáng kể trong việc giảm tỉ lệ mắc 

và tử vong do sốt rét, các khu vực vẫn phải đối mặt với nhiều thách thức, bao 

gồm ảnh hưởng của đại dịch COVID-19, điều này gây khó khăn cho việc đạt 

được các mục tiêu giảm tỉ lệ mắc và tử vong của WHO [22]. 

1.1.2. Tình hình sốt rét tại Việt Nam 

Việt Nam nằm ở khu vực Đông Nam Á, giáp biên giới với Trung Quốc 

ở phía bắc, Lào và Campuchia ở phía tây, và biển Đông ở phía đông. Vị trí 

địa lý này đặt Việt Nam vào khu vực có nguy cơ cao về các bệnh nhiệt đới, 

bao gồm sốt rét, do khí hậu nhiệt đới và môi trường thuận lợi cho sự phát 

triển của muỗi Anopheles, vector truyền bệnh sốt rét [23]. 

 Năm 2021, tình hình sốt rét tại Việt Nam cải thiện rõ rệt với 467 ca bệnh 

có ký sinh trùng sốt rét, giảm 67% so với 1.733 ca năm 2020. Tỷ lệ mắc sốt rét 

giảm còn 0,0048/1.000 dân, không ghi nhận ca sốt rét ác tính hay tử vong, trong 

khi năm 2020 có 4 ca ác tính và 1 ca tử vong. Tây Nguyên là khu vực có số ca 

mắc cao nhất (49,68%), tiếp theo là miền núi phía Bắc (22,48%) và miền Trung 

(19,91%), trong đó tỉnh Lai Châu chiếm hơn 90% số ca của khu vực miền núi 

phía Bắc. Tỷ lệ nam giới chiếm 74,3% ca mắc (347 ca). Chủng P. vivax là chủng 

ký sinh trùng phổ biến nhất, chiếm 55,25% tổng số ca bệnh [19]. 

Tại Việt Nam, ký sinh trùng P. falciparum kháng artemisinin đã được 

ghi nhận ở các tỉnh Gia Lai, Đắk Lắk, Đắk Nông, Bình Phước, Quảng Nam, 

Khánh Hòa, Phú Yên và có nguy cơ lan rộng. Tỷ lệ thất bại điều trị với DHA-

PPQ và số ca còn ký sinh trùng sau 3 ngày điều trị gia tăng. Để ứng phó, 

chương trình quốc gia đã thay thế thuốc điều trị bằng Artesunate-Pyronaridine 

(Pyramax) tại Đắk Nông, Bình Phước (7/2019), Gia Lai, Đắk Lắk (1/2020) và 

tiếp tục mở rộng sang Phú Yên, Khánh Hòa, Ninh Thuận (2021). Mặc dù số 

ca bệnh sốt rét giảm mạnh năm 2021 nhờ các biện pháp phòng chống hiệu 

quả, nguy cơ bùng phát dịch vẫn cao do nhiều người sống trong vùng có sốt 

rét lưu hành, tình trạng kháng thuốc lan rộng, muỗi truyền bệnh kháng hóa 

chất và biến động dân cư giữa các vùng có và không có sốt rét [19, 23]. 
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1.1.3. Đặc điểm sinh học của ký sinh trùng sốt rét P. falciparum và vai trò 

gây bệnh trong y học 

Theo khoá phân loại khoa học, P. falciparum được xếp vào:  

Ngành:  Apicomplexa 

 Lớp:   Aconoidasida 

  Bộ:   Haemosporida 

   Họ:   Plasmodiidae 

    Chi:   Plasmodium  

Loài         falciparum 

P. falciparum là một trong năm loại ký sinh trùng Plasmodium gây ra 

bệnh sốt rét ở người, và nó được coi là loại nguy hiểm nhất do khả năng gây 

bệnh nặng và tử vong cao nếu không được điều trị kịp thời [2]. Đặc điểm sinh 

học của P. falciparum bao gồm chu kỳ sống phức tạp, khả năng thích nghi và 

phát triển trong cơ thể người và muỗi, cũng như các cơ chế gây bệnh và biến 

chứng nặng [2, 21].  

Chu kỳ sống của P. falciparum rất phức tạp và bao gồm hai giai đoạn 

chính: giai đoạn trong cơ thể muỗi Anopheles và giai đoạn trong cơ thể người 

(Hình 1.1). Sự phức tạp này giúp P. falciparum tồn tại và phát triển qua nhiều 

môi trường khác nhau, tạo điều kiện thuận lợi cho sự lan truyền và gây bệnh. 

Chu kỳ sống phức tạp của P. falciparum không chỉ đảm bảo sự lan truyền 

hiệu quả của ký sinh trùng mà còn tạo ra nhiều thách thức trong việc kiểm 

soát và điều trị bệnh sốt rét. Khả năng thích nghi và biến đổi di truyền của P. 

falciparum làm cho việc phát triển các phương pháp điều trị hiệu quả và bền 

vững trở nên khó khăn hơn [2]. 
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Hình 1.1: Sơ đồ vòng đời của ký sinh trùng sốt rét [24] 

(A): Giai đoạn phân chia trong tế bào gan: Khi muỗi Anopheles đốt người, 

thoi trùng vào máu và sau khoảng 30 phút chúng di chuyển tới gan. Sau khi tấn 

công thành công tế bào gan, các thoa trùng phân chia tạo ra một loạt ký sinh 

trùng sốt rét non, lưu hành vào máu và tiếp tục xâm nhập vào hồng cầu;  

(B): Các ký sinh trùng non vào máu và xâm nhập vào hồng cầu. Ở hồng cầu, 

chúng phát triển qua các giai đoạn thể dinh dưỡng non, dinh dưỡng phát triển, 

dinh dưỡng già, phân chia non, phân chia già tạo ra các ký sinh trùng non;  

(C): Giai đoạn phát triển hữu tính trong cơ thể muỗi. Trong cơ thể muỗi, giao 

bào cái phát triển thành giao tử cái, giao bào đực phân chia thành 8 giao tử 

đực. Giao tử đực tìm đến giao tử cái, kết hợp với nhau tạo thành hợp tử. Tiếp 

theo, hợp tử phát triển thành thể tạo trứng, rồi thành nang trứng bên trong 

chứa nhiều thoi trùng. Nang trứng chín, vỡ ra, thoi trùng được giải phóng rồi 

di chuyển tập trung ở tuyến nước bọt muỗi. Khi muỗi đốt người, thoi trùng xâm 

nhập vào cơ thể người và tiếp tục quá trình phát triển trong cơ thể người. 

P. falciparum thể hiện khả năng thích nghi vượt trội thông qua sự biến 

đổi di truyền nhanh chóng, cho phép nó phát triển khả năng kháng thuốc đối 

với nhiều loại thuốc điều trị sốt rét. Các đột biến trong gen pfcrt, pfmdr1và 

pfK13, pfpm2…. là những ví dụ điển hình về cách mà P. falciparum có thể 
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thay đổi cấu trúc protein của mình để tránh tác động của thuốc điều trị sốt rét. 

Khả năng này không chỉ giúp ký sinh trùng tồn tại trong điều kiện có áp lực 

chọn lọc từ thuốc, mà còn làm phức tạp thêm việc kiểm soát và điều trị bệnh 

sốt rét. Ngoài ra, P. falciparum còn thể hiện sự thích nghi qua việc thay đổi 

biểu hiện các protein bề mặt của hồng cầu bị nhiễm. Các protein này, như 

PfEMP1, có vai trò quan trọng trong việc bám dính vào thành mạch máu và 

tránh được hệ thống miễn dịch của người [25, 26]. Sự thay đổi liên tục của 

các protein này giúp ký sinh trùng né tránh sự phát hiện và tiêu diệt bởi hệ 

miễn dịch, đồng thời góp phần vào việc gây ra các biến chứng nghiêm trọng 

như sốt rét ác tính, đồng thời sự bám dính này không chỉ giúp ký sinh trùng 

tồn tại mà còn gây tắc nghẽn vi mạch, đặc biệt là trong não, gây ra biến chứng 

sốt rét ác tính [25, 26].  

  

Hinh 1.2: Hồng cầu người bị nhiễm ký sinh trùng sốt rét [2] 

(Nguồn: Nicolas White và cộng sự, 2024) 

A.Các cấu trúc đặc trưng xuất hiện trên bề mặt hồng cầu, được gọi là "knobs" 

hay nút, được sắp xếp một cách đều đặn và chúng là đặc điểm sinh học nổi 

bật của các hồng cầu nhiễm P. falciparum; 

B. Rosetting: là một hiện tượng xảy ra khi một hồng cầu bị nhiễm ký sinh 

trùng sốt rét, đặc biệt là P. falciparum, gắn kết với các hồng cầu khỏe mạnh 

xung quanh nó, tạo thành một cấu trúc giống như hoa hồng khi nhìn dưới 

kính hiển vi. Các hồng cầu không bị nhiễm bao quanh hồng cầu bị nhiễm, tạo 

ra một nhóm tế bào được gọi là rosette. 
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Tắc nghẽn vi mạch và sự phá hủy hồng cầu dẫn đến thiếu máu, giảm 

lưu lượng máu và tổn thương các cơ quan quan trọng như não, gan, thận và 

phổi. Hơn nữa, P. falciparum còn gây ra phản ứng viêm mạnh mẽ trong cơ 

thể [25]. Khi hồng cầu bị nhiễm vỡ ra, các sản phẩm của ký sinh trùng và 

mảnh vỡ hồng cầu kích hoạt hệ thống miễn dịch, dẫn đến sản xuất các 

cytokine viêm như TNF-alpha và interleukin-1 [26]. Sự gia tăng cytokine 

viêm này góp phần vào các triệu chứng sốt và có thể dẫn đến các biến chứng 

nặng như sốc nhiễm khuẩn và tổn thương các cơ quan [25, 26]. 

Tóm lại, P. falciparum gây ra bệnh sốt rét thông qua nhiều cơ chế phức 

tạp, bao gồm phá hủy hồng cầu, giải phóng chất độc, kích hoạt phản ứng 

viêm, sự tích tụ và bám dính tế bào, biến đổi kháng nguyên và kháng thuốc. 

Hiểu rõ các cơ chế này là cơ sở quan trọng để phát triển các phương pháp 

điều trị và phòng ngừa hiệu quả, nhằm giảm thiểu gánh nặng của bệnh sốt rét 

trên toàn cầu. 

1.1.4. Phương pháp phát hiện ký sinh trùng sốt rét 

1.1.4.1. Xét nghiệm máu nhuộm Giemsa 

Đây là phương pháp tiêu chuẩn vàng trong chẩn đoán sốt rét [27]. Một 

giọt máu được lấy từ ngón tay hoặc vành tai, phết mỏng trên lam kính, nhuộm 

bằng Giemsa và quan sát dưới kính hiển vi [28-30].  

Việc xác định loại và giai đoạn của ký sinh trùng sốt rét và xác định 

mật độ ký sinh trùng là rất quan trọng trong việc quản lý lâm sàng bệnh nhân 

sốt rét, thử nghiệm hiệu quả thuốc, khảo sát dịch tễ học và các chương trình 

kiểm soát sốt rét. Do đó, chẩn đoán sốt rét dựa trên việc kiểm tra tiêu bản máu 

cần phải chính xác và số lượng ký sinh trùng phải được xác định một cách 

chính xác. Kiểm tra tiêu bản máu cũng cho phép phát hiện một số mầm bệnh 

khác trong máu, chẩn đoán hình thái học của thiếu máu và nhận diện các rối 

loạn huyết học khác, những điều này cần được báo cáo bởi kỹ thuật viên kiểm 

tra[28, 31]. 

Tuy nhiên, xét nghiệm máu nhuộm Giemsa cũng có những hạn chế. Nó 

đòi hỏi kỹ năng và kinh nghiệm cao trong việc sử dụng kính hiển vi và nhận 

diện hình ảnh ký sinh trùng. Quy trình chuẩn bị mẫu và nhuộm cũng như quá 

trình xem xét mẫu dưới kính hiển vi mất thời gian, chất lượng kết quả có thể 

biến động tùy thuộc vào kỹ năng của người thực hiện và chất lượng của mẫu 

máu. Tuy nhiên đây vẫn là kỹ thuật phổ biến trong sàng lọc sốt rét [31]. 
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1.1.4.2. Xét nghiệm chẩn đoán nhanh 

 Xét nghiệm chẩn đoán nhanh (Rapid Diagnostic Test - RDT) cho ký 

sinh trùng sốt rét là một phương pháp chẩn đoán nhanh chóng, đơn giản và 

hiệu quả, đặc biệt quan trọng trong các khu vực thiếu trang thiết bị y tế đầy đủ 

[27]. RDT hoạt động dựa trên nguyên tắc phát hiện các antigen đặc trưng của 

ký sinh trùng sốt rét trong mẫu máu, thường là HRP2 cho P. falciparum và 

pLDH hoặc aldolase cho các loài Plasmodium khác [32, 33]. Trong quá trình 

thực hiện, một mẫu máu nhỏ được lấy và đặt trên dải thử nghiệm, sau đó một 

dung dịch buffer được thêm vào để hỗ trợ di chuyển mẫu máu qua dải. Khi 

máu di chuyển, nó gặp các kháng thể đặc hiệu trên dải thử nghiệm. Kết quả 

của xét nghiệm thường được chỉ ra bằng sự xuất hiện của các vạch màu trên 

dải thử nghiệm, với ít nhất một vạch kiểm tra để chứng tỏ rằng xét nghiệm đã 

hoạt động đúng cách [29]. 

Xét nghiệm RDT có ưu điểm là nhanh chóng, dễ thực hiện và không 

cần trang thiết bị phức tạp, phù hợp cho chẩn đoán sốt rét ở các khu vực có 

điều kiện hạn chế. Tuy nhiên, RDT có một số hạn chế, bao gồm khả năng 

không phát hiện nhiễm trùng với mật độ ký sinh trùng thấp, không xác định 

được mật độ ký sinh trùng và không phát hiện được các giai đoạn phát triển 

của ký sinh trùng. Một số loại RDT không nhận diện được tất cả các loài ký 

sinh trùng hoặc không phân tách được từng loài, gây khó khăn trong chỉ định 

điều trị. Ngoài ra, kết quả dương tính có thể kéo dài ngay cả khi ký sinh trùng 

đã bị loại bỏ [33, 34]. 

1.1.4.3. Kỹ thuật sinh học phân tử 

 Bao gồm PCR (polymerase chain reaction) và các kỹ thuật khác, cho 

phép xác định chính xác loài ký sinh trùng và mật độ ký sinh trùng. Chẩn đoán 

phân biệt ký sinh trùng sốt rét thông qua PCR thường dựa vào cặp mồi nhắm vào 

gen 18S rRNA [27, 35]. Gen 18S rRNA là một lựa chọn phổ biến do sự hiện 

diện của nó trong tất cả các loài Plasmodium và các đặc điểm độc đáo giúp phân 

biệt giữa các loài. Các cặp mồi được thiết kế dựa trên gen này có thể phân biệt 

chính xác P.falciparum, P.vivax, P.ovale, P.malariae, và P.knowlesi [27].  

Ngoài ra, tùy thuộc vào yêu cầu cụ thể của xét nghiệm, các cặp mồi 

khác cũng có thể được sử dụng, bao gồm mồi thiết kế cho gen mã hóa cho 

protein bề mặt của merozoite (Merozoite Surface Protein - MSP), giai đoạn 

ký sinh trùng xâm nhập hồng cầu, được sử dụng trong PCR để chẩn đoán 
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phân biệt ký sinh trùng sốt rét là một công cụ hiệu quả [36-38]. Mỗi loài 

Plasmodium có các biến thể độc đáo của MSP, điều này cho phép các nhà 

khoa học thiết kế các cặp mồi PCR đặc hiệu cho từng loài giúp xác định chính 

xác loài ký sinh trùng gây nhiễm [36]. Việc sử dụng mồi nhắm vào gen MSP 

cũng tăng độ nhạy của xét nghiệm, cho phép phát hiện ký sinh trùng ngay cả 

khi nồng độ trong máu rất thấp. Ngoài ra, mồi nhắm vào MSP không chỉ hữu 

ích trong chẩn đoán lâm sàng mà còn trong nghiên cứu khoa học: nghiên cứu 

về sinh học ký sinh trùng và phát triển vắc xin [39, 40]. Mồi này còn có thể 

theo dõi sự biến đổi gen và kháng thuốc của ký sinh trùng sốt rét [41]. 

Nhìn chung việc chẩn đoán ký sinh trùng sốt rét giữ vai trò trung tâm 

trong quản lý và kiểm soát bệnh sốt rét, cả về mặt lâm sàng lẫn dịch tễ học. 

Việc xác định nhanh chóng và chính xác tình trạng nhiễm bệnh là cực kỳ 

quan trọng để phân biệt sốt rét với các bệnh có triệu chứng tương tự như sốt 

xuất huyết hay nhiễm trùng huyết, từ đó hướng dẫn việc lựa chọn phác đồ 

điều trị phù hợp. Điều này không chỉ giúp giảm tỉ lệ tử vong và biến chứng 

do sốt rét mà còn tránh việc sử dụng thuốc không cần thiết hoặc sai lầm. 

Chẩn đoán chính xác cũng có tầm quan trọng trong việc giảm lây lan bệnh 

sốt rét trong cộng đồng, qua việc cách ly kịp thời và điều trị hiệu quả cho 

người bệnh. Như vậy, chẩn đoán ký sinh trùng sốt rét không chỉ quan trọng 

đối với sức khỏe cá nhân mà còn đóng góp vào nỗ lực kiểm soát và loại bỏ 

sốt rét trên phạm vi rộng lớn. 

1.2. Điều trị sốt rét do P. falciparum 

1.2.1. Lịch sử điều trị sốt rét do P. falciparum 

Chloroquine, được phát hiện vào những năm 1930, trở thành phương 

pháp điều trị chính cho sốt rét trong thập kỷ 1940 nhờ hiệu quả cao và chi phí 

thấp. Thuốc hoạt động bằng cách ngăn chặn quá trình polymer hóa heme – sản 

phẩm phụ độc hại của quá trình tiêu hóa hemoglobin – từ đó giết chết ký sinh 

trùng. Tuy nhiên, từ những năm 1950-1960, tình trạng kháng chloroquine xuất 

hiện, đặc biệt ở Đông Nam Á và châu Phi, làm giảm hiệu quả điều trị. Để đối 

phó, các phương pháp khác đã được triển khai. Quinine, chiết xuất từ cây 

cinchona, là thuốc điều trị sốt rét lâu đời nhất, nhưng do tác dụng phụ nghiêm 

trọng và thời gian điều trị dài, việc sử dụng bị hạn chế. Sulfadoxine-

pyrimethamine (SP), được giới thiệu vào thập niên 1960-1970, cũng nhanh 

chóng bị kháng thuốc, gây thêm thách thức cho công tác điều trị sốt rét [9]. 
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Artemisinin, một hợp chất chiết xuất từ cây thanh hao hoa vàng 

(Artemisia annua), đã đánh dấu một bước ngoặt quan trọng trong lịch sử điều 

trị sốt rét [42, 43]. Sự phát hiện ra artemisinin được ghi nhận vào những năm 

1970 trong một nỗ lực nghiên cứu nhằm tìm ra phương pháp điều trị hiệu quả 

cho bệnh sốt rét trong bối cảnh khi mà các phương pháp điều trị truyền thống 

không còn hiệu quả trước các chủng ký sinh trùng sốt rét kháng thuốc [43].  

 

Hinh 1.3: Cấu trúc hóa học của Artemisinin và dẫn xuất [35] 

(Nguồn: Youyou Tu và cộng sự, 2020) 

Các dẫn xuất chính của artemisinin bao gồm DHA, artesunate, β- 

artemether, mỗi dẫn xuất này được phát triển để cải thiện các đặc tính dược lý 

của artemisinin, như tăng cường độ tan trong nước hoặc dầu, cải thiện khả 

năng hấp thu và kéo dài thời gian tác dụng (Hình 1.3) [43]. Artemisinin và 

dẫn xuất có cấu trúc đặc trưng chứa cầu nối endoperoxide, được cho là yếu tố 

chính giúp tiêu diệt ký sinh trùng sốt rét thông qua việc tạo ra các gốc tự do 

gây hại cho tế bào ký sinh trùng [43].  
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Artemisinin và dẫn xuất có một số ưu điểm nổi bật so với các loại 

thuốc khác trong điều trị sốt rét như:  

(1) Tác dụng nhanh chóng trong giảm số lượng ký sinh trùng sốt rét 

trong máu, điều này giúp giảm triệu chứng và cải thiện sức khoẻ bệnh nhân. 

(2) Hiệu quả trong điều trị loại sốt rét do P. falciparum đã phát triển 

khả năng kháng thuốc với các loại thuốc sốt rét truyền thống (Chloroquine, 

Quinine, SP). 

(3) Trong điều trị sốt rét nặng, các thuốc dựa trên artemisninin đã 

chứng minh là giảm đáng kể tỉ lệ tử vong so với các phương pháp điều trị 

khác [35]. 

Tuy nhiên, việc sử dụng artemisinin dưới dạng đơn trị liệu đã dẫn đến 

sự phát triển nhanh chóng của tình trạng kháng thuốc. Để đối phó với tình 

trạng này, WHO đã cấm sử dụng đơn trị liệu artemisinin để ngăn chặn sự phát 

triển của tình trạng kháng thuốc và duy trì hiệu quả của các phác đồ ACT 

trong điều trị. Phác đồ ACT kết hợp artemisinin với một hoặc nhiều loại thuốc 

khác, giúp tăng cường hiệu quả điều trị và giảm nguy cơ phát triển kháng 

thuốc [44]. Năm 2001, WHO chính thức khuyến nghị sử dụng ACT là liệu 

pháp tiêu chuẩn để điều trị sốt rét không biến chứng do P. falciparum [44]. 

1.2.2. Phác đồ điều trị sốt rét hiện hành 

Phác đồ điều trị sốt rét đã có nhiều thay đổi và cải tiến qua thời gian 

nhằm đối phó với sự phát triển kháng thuốc của ký sinh trùng. Hiện nay, liệu 

pháp ACT được xem là phác đồ ưu tiên trong điều trị sốt rét không biến 

chứng do P. falciparum. Phác đồ ACT bao gồm việc kết hợp artemisinin 

hoặc dẫn xuất của nó với một loại thuốc khác, mỗi loại thuốc điều trị sốt rét 

tác động lên ký sinh trùng theo một cơ chế hoạt động khác nhau, làm giảm 

khả năng ký sinh trùng phát triển kháng thuốc đối với tất cả các loại thuốc 

cùng một lúc [12, 45]. Thuốc phối hợp điều trị thường có có thời gian bán 

thải dài sẽ ở lại trong cơ thể trong thời gian dài hơn, giúp duy trì nồng độ 

thuốc hiệu quả trong máu, điều này giúp kiểm soát bệnh lâu dài hơn, ngay cả 

sau khi ngưng uống thuốc [12]. Phác đồ ACT được sử dụng trong liệu trình 

điều trị kéo dài 3 ngày [3, 44]. 

Hiện nay, trên thế giới có 6 phác đồ ACT chính được WHO khuyến cáo 

sử dụng trong điều trị sốt rét không biến chứng, bao gồm [3]: 

- DHA-PPQ: Phác đồ được sử dụng phổ biến tại khu vực Đông Nam Á. 
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- Artemether - Lumefantrine (AL): Đây là một trong những phác đồ 

phổ biến nhất, thường được sử dụng do tính hiệu quả cao và ít tác dụng phụ. 

AL có thời gian bán hủy dài, giúp duy trì nồng độ thuốc trong máu và tiêu 

diệt hoàn toàn ký sinh trùng, là phác đồ được sử dụng rộng rãi tại Châu Phi. 

- Artesunate - Amodiaquine (AS - AQ): Phác đồ này cũng được sử 

dụng rộng rãi ở nhiều quốc gia, đặc biệt là ở Châu Phi. AS - AQ hiệu quả 

trong việc giảm nhanh triệu chứng và ngăn ngừa tái phát. 

- Artesunate - Mefloquine (AS - MQ): Chủ yếu được sử dụng tại các 

khu vực Đông Nam Á. AS - MQ có hiệu quả cao nhưng lại gây ra tác dụng 

phụ nghiêm trọng.  

- Artesunate - Sulfadoxine/Pyrimethamine (AS - SP): Sử dụng hạn chế 

do một số vùng có tỉ lệ kháng thuốc cao.  

- Artesunate - Pyronaridine (AS - PY): Một phác đồ mới hơn, đang 

được triển khai và đánh giá tại một số quốc gia. 

Nhìn chung, các phác đồ điều trị sốt rét ACT hiện hành đã chứng minh 

hiệu quả cao trong việc điều trị sốt rét không biến chứng. Một phân tích tổng 

hợp về hiệu quả của phác đồ ACT tại Châu Phi cho thấy tỉ lệ chữa khỏi vào 

ngày 28 là 96,3% và vào ngày 42 là 93,9%. Trong đó, phác đồ DHA-PPQ có 

tỉ lệ thành công cao nhất, đạt 99,8% vào ngày 28 và 99,6% vào ngày 42, phác 

đồ AL và AS - AQ cũng cho thấy hiệu quả cao, với tỉ lệ thành công vào ngày 

28 lần lượt là 96,8% và 96,3%. Một số nghiên cứu ghi nhận tỉ lệ thất bại điều 

trị cao hơn 10% đối với AL tại Angola và Ghana, cao hơn 5% nhưng dưới 

10% đối với AS - AQ tại một số quốc gia như Angola, Burkina Faso, Kenya, 

Madagascar, Ghana, và Tanzania [46]. Tuy nhiên nghiên cứu cho rằng ACT, 

đặc biệt là DHA-PPQ, là lựa chọn hiệu quả và an toàn cho điều trị sốt rét 

không biến chứng, với tỉ lệ thành công cao và khả năng dung nạp tốt [44]. 

Tại Sudan, các phác đồ ACT đều cho tỷ lệ thành công cao trong điều trị 

sốt rét không biến chứng do P. falciparum. Phác đồ DHA-PPQ đạt tỷ lệ thành 

công cao nhất với 99,1% (95%CI: 97,5–100%), tiếp theo là AL với 98,9% 

(95%CI: 98,4–99,4%) và AS-SP với 97,1% (95%CI: 95,5–98,6%). Các phác 

đồ khác như AS + AQ, AS + MQ và AS-SP dạng liều cố định cũng cho tỷ lệ 

thành công trên 90%. Nhìn chung, các liệu pháp kết hợp dựa trên artemisinin 

đều cho hiệu quả cao trong điều trị sốt rét P. falciparum không biến chứng ở 

Sudan, trong đó DHA-PPQ vượt trội với tỷ lệ thành công cao nhất [47]. 
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Báo cáo tổng hợp hiệu quả của ACT tại một số quốc gia Châu Á như 

Ấn Độ, Campuchia, Thái Lan, Việt Nam giai đoạn từ 1996 đến 2002 cho thấy 

tỉ lệ thành công cao. Nghiên cứu cũng cho thấy, tại khu vực Đông Nam Á, 

phác đồ DHA –PPQ cho thấy hiệu quả vượt trội với tỉ lệ chữa khỏi cao nhất 

vào ngày 28 sau khi bắt đầu điều trị: DHA-PPQ có tỉ lệ chữa khỏi cao hơn 

đáng kể so với  CQ (OR: 16,54, 95%CI 5,02–54,56) hay AL với OR =2,5; 

95%CI:1,08-5,8) [48]. 

Tuy nhiên, ACT cũng gặp một số hạn chế, bao gồm sự phát triển của 

kháng thuốc đối với một số thành phần trong phác đồ [9]. Sự xuất hiện và lan 

rộng của kháng artemisinin, PPQ, đặc biệt ở khu vực Đông Nam Á, là một 

thách thức lớn đối với việc kiểm soát sốt rét, Ngoài ra, một số phác đồ ACT 

có thể gây ra tác dụng phụ không mong muốn ở một số bệnh nhân như buồn 

nôn. nôn mửa và rối loạn tiêu hóa [49, 50]. 

1.2.3.  Vai trò của Dihydroartemisinin – Piperaquine trong điều trị sốt rét 

1.2.3.1. Cơ chế hoạt động 

DHA và PPQ là hai thành phần chính của phác đồ DHA-PPQ, việc 

phối hợp 2 loại thuốc trong phác đồ phối hợp dựa trên nguyên tắc DHA có 

thời gian bán thải ngắn, thường từ 1 đến 3 giờ và tác dụng nhanh chóng trong 

việc tiêu diệt ký sinh trùng sốt rét, điều này giúp giảm nhanh số lượng ký sinh 

trùng trong máu và cải thiện triệu chứng của bệnh nhân trong thời gian ngắn 

[12, 42, 44]. Trong khi đó thuốc phối hợp điều trị PPQ có thời gian bán thải 

tương đối dài (lên tới 42 ngày sau điều trị), thời gian bán thải dài này có lợi 

thế trong việc duy trì nồng độ thuốc trong máu ở mức điều trị trong một thời 

gian dài sau khi dùng thuốc giúp tiêu diệt các ký sinh trùng sốt rét còn sót lại 

và ngăn ngừa tái phát bệnh [12, 44]. 

Dihydroartemisinin (DHA), dẫn xuất của artemisinin, là một trong 

những thuốc điều trị sốt rét hiệu quả nhất hiện nay. DHA tạo ra các gốc tự do 

và hợp chất phản ứng cao, gây tổn hại protein, lipid và DNA của ký sinh 

trùng. Khi ký sinh trùng tiêu hóa hemoglobin, Fe²⁺ được giải phóng, kích hoạt 

DHA thông qua việc phân hủy cầu nối endoperoxide, tạo ra các gốc tự do tiêu 

diệt ký sinh trùng. DHA còn ức chế proteasome, khiến protein hỏng tích tụ, 

gây stress nội bào và giết chết ký sinh trùng. Bên cạnh đó, DHA ức chế 

enzyme PI3K, làm giảm PI3P – một lipid quan trọng trong vận chuyển nội 

bào của ký sinh trùng – và ngăn chặn khả năng sinh tồn của chúng. Nhờ các 
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cơ chế đa dạng này, DHA tiêu diệt nhanh ký sinh trùng và giảm nguy cơ 

kháng thuốc. Piperaquine (PPQ), thuộc nhóm 4-aminoquinoline, hoạt động 

bằng cách ngăn cản quá trình kết tinh hemozoin – dạng không độc của heme – 

khiến heme tích tụ và gây độc cho ký sinh trùng. PPQ cũng tích tụ trong 

lysosome của ký sinh trùng, phá vỡ màng lysosome, giải phóng enzyme tiêu 

hóa và phá hủy tế bào ký sinh trùng. Khi kết hợp với artemisinin, PPQ duy trì 

nồng độ thuốc trong máu lâu hơn, tăng hiệu quả tiêu diệt ký sinh trùng, ngăn 

ngừa tái phát và giảm nguy cơ kháng thuốc [2, 43, 51, 52, 53, 54, 55].  

1.2.3.2. Hiệu lực của phác đồ Dihydroartemisinin-Piperaquine trong điều trị 

sốt rét 

Nhiều nghiên cứu lâm sàng đã được thực hiện để đánh giá hiệu quả và 

độ an toàn của DHA-PPQ trong điều trị sốt rét không biến chứng do P. 

falciparum [42]. Nhìn chung, các nghiên cứu này đã chỉ ra rằng DHA-PPQ có 

hiệu quả cao trong việc giảm nhanh triệu chứng sốt rét. tiêu diệt ký sinh trùng 

trong máu và ngăn ngừa tái phát bệnh. Tỉ lệ chữa khỏi bệnh thường trên 95% 

khi sử dụng đúng cách [44].  

Một phân tích tổng hợp từ 17 nghiên cứu ngẫu nhiên có đối chứng trên 

5043 bệnh nhân tại châu Á cho thấy DHA-PPQ có hiệu quả vượt trội trong 

điều trị sốt rét không biến chứng. Tỷ lệ chữa khỏi của DHA-PPQ cao hơn AL 

vào ngày 28 (OR 2,5, 95% CI: 1,08-5,8) và vượt trội so với AS-CQ (OR: 

11,21, 95% CI: 3,4-36,89), khẳng định DHA-PPQ là phác đồ hiệu quả nhất tại 

châu Á. Tại châu Phi, DHA-PPQ cũng chứng tỏ ưu thế vượt trội với tỷ lệ chữa 

khỏi 99,8% vào ngày 28 và 99,6% vào ngày 42, cao hơn AL (96,8%) và AS-

AQ (96,3%). DHA-PPQ còn có tỷ lệ phản ứng phụ thấp nhất (1,8%) so với AL 

(6,9%) và AS-AQ (4,4%). Kết quả này cho thấy DHA-PPQ là lựa chọn tối ưu 

để điều trị sốt rét không biến chứng tại châu Phi, nhờ hiệu quả vượt trội, khả 

năng dung nạp tốt và tiềm năng ngăn ngừa kháng thuốc [45, 46, 48]. 

Việc sử dụng DHA-PPQ đang gặp thách thức do sự xuất hiện của các 

chủng P. falciparum kháng artemisinin và thuốc kết hợp. Tình trạng kháng 

thuốc ACT đã được ghi nhận tại Đông Nam Á, đặc biệt ở Campuchia, Thái 

Lan, Lào và Việt Nam. Tại Campuchia, hiệu quả của DHA-PPQ giảm đáng kể 

theo thời gian. Từ 2008-2010, tỷ lệ hiệu quả là 75% tại Pailin và 89,3% tại 

Pursat. Đến 2012-2013, hiệu quả giảm xuống còn 63,2% tại Pursat, dù vẫn đạt 

98,4% tại Ratanakiri. Nguyên nhân chính là do đột biến gen pfK13 (liên quan 
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đến kháng artemisinin) và sự khuếch đại gen pfpm2 và pfpm3 (làm giảm hiệu 

quả của PPQ). Tại Thái Lan, tỷ lệ hiệu quả của DHA-PPQ giảm nghiêm 

trọng, chỉ còn 12,7% tại khu vực Đông Bắc, do sự gia tăng các đột biến gen 

pfK13 và sự khuếch đại pfpm2 và pfpm3. Tại Lào, nghiên cứu tại 

Savannakhet cũng ghi nhận sự suy giảm hiệu quả điều trị DHA-PPQ sau các 

đợt điều trị hàng loạt. Tình trạng tương tự cũng được ghi nhận ở Việt Nam, 

phản ánh mối lo ngại về sự lan rộng của các chủng ký sinh trùng kháng thuốc 

trong khu vực GMS [5]. 

Tại Việt Nam, hiệu lực điều trị của phác đồ DHA-PPQ đã có sự thay 

đổi rõ rệt qua các năm, theo các nghiên cứu được thực hiện tại Bình Phước, 

Ma Nới (Ninh Thuận), và Tuy Đức (Đắk Nông). Tại Bình Phước, hiệu lực 

ban đầu của DHA-PPQ trong năm 2007 là rất cao, với tỉ lệ ACPR đạt 100% 

và tỉ lệ ký sinh trùng ngày thứ 3 (D3) chỉ là 4% [56]. Tuy nhiên, hiệu lực này 

bắt đầu giảm dần qua các năm, đến năm 2009, ACPR giảm xuống còn 97,8% 

và tỉ lệ D3 tăng lên 15,3%. Tình hình tiếp tục xấu đi trong các năm 2010, 

2012, và 2013 khi tỉ lệ D3 lần lượt tăng lên 22%, 30,6%, và 36% [56]. Đến 

năm 2015, hiệu lực của DHA-PPQ đã giảm rõ rệt, với ACPR chỉ còn 68,2% 

và tỉ lệ D3 lên tới 50%, đồng thời có sự xuất hiện của đột biến C580Y trên 

gen pfK13 là chỉ thị phân tử xác định kháng artemisinin và sự gia tăng số 

lượng bản sao của pfpm2/3 liên quan đến kháng thuốc PPQ. Năm 2019, tại 

Đắk Lắk dù phác đồ DHA-PPQ được điều chỉnh với liều dùng cao hơn, hiệu 

lực điều trị vẫn chỉ đạt 37%, nhưng tỉ lệ ký sinh trùng ngày D3 giảm từ 36% 

xuống còn 19,4% [56]. Tại xã Ma Nới, huyện Ninh Sơn, tỉnh Ninh Thuận, 

năm 2015, tỉ lệ ký sinh trùng thể vô tính ngày D3 là 10,9%, nhưng đến năm 

2017, tỉ lệ này giảm xuống chỉ còn 3%. Trong khi đó, tại huyện Tuy Đức, tỉnh 

Đắk Nông, năm 2014, ACPR đạt 100% và tỉ lệ ký sinh trùng ngày D3 là 

26,7%. Tuy nhiên, đến năm 2016, ACPR giảm xuống còn 84,6% và tỉ lệ D3 là 

23,1% [56]. Những kết quả này cho thấy sự giảm hiệu lực của DHA-PPQ 

trong điều trị sốt rét do P.  falciparum qua thời gian tại Việt Nam và sự cần 

thiết phải theo dõi và điều chỉnh phác đồ điều trị một cách thường xuyên để 

đảm bảo hiệu quả điều trị tốt nhất [56]. 

Tóm lại, các yếu tố ảnh hưởng chính bao gồm sự xuất hiện và lan rộng 

của đột biến gen pfK13, cùng với và sự khuếch đại gen pfpm2 đã dẫn đến tình 

trạng kháng PPQ và giảm hiệu quả của phác đồ DHA-PPQ [12, 56]. 
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1.2.3.3. Yếu tố ảnh hưởng tới hiệu lực điều trị của DHA-PPQ 

 Hiệu quả điều trị của DHA-PPQ, một liệu pháp ACT phổ biến trong 

điều trị sốt rét, có thể bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố bao gồm yếu tố từ vật 

chủ, ký sinh trùng hoặc thuốc điều trị [57]. 

 Trước hết, liều lượng và chế độ điều trị không đúng hoặc không tuân 

thủ có thể dẫn đến tái phát bệnh và tăng nguy cơ kháng thuốc. Nghiên cứu đã 

chỉ ra rằng, dùng liều DHA-PPQ không đủ (dưới 48 mg/kg) là yếu tố quan 

trọng dẫn đến tái phát ký sinh trùng và thất bại điều trị [58, 59]. Trẻ em từ 1 

đến 5 tuổi có nguy cơ thất bại điều trị cao hơn khi nhận liều PPQ dưới mức 

này, với nguy cơ tăng gấp 2,3 đến 2,9 lần so với các nhóm tuổi khác. Mỗi 5 

mg/kg giảm trong liều PPQ làm tăng nguy cơ tái phát ký sinh trùng lên 13% 

[59], để giảm nguy cơ thất bại điều trị, tăng liều PPQ mục tiêu tối thiểu ở trẻ 

em từ 1 đến 5 tuổi từ 48 mg/kg lên 59 mg/kg có thể giảm một nửa nguy cơ 

thất bại điều trị và đảm bảo chữa khỏi ít nhất 95% bệnh nhân. Việc tăng liều 

này đã không liên quan đến việc tăng nguy cơ độc tính đường tiêu hóa như 

nôn mửa hoặc tiêu chảy trong các nghiên cứu có thể đánh giá điều này. Tối ưu 

hóa liều lượng sử dụng DHA và PPQ là yếu tố then chốt với hiệu quả điều trị 

sốt rét [59]. 

Tình trạng sức khỏe của bệnh nhân, bao gồm tuổi tác, cân nặng, tình 

trạng dinh dưỡng, và các bệnh lý kèm theo như HIV, suy gan, suy thận, cũng 

có thể ảnh hưởng đến dược động học và dược lực học của DHA-PPQ. Đã có 

báo cáo ca bệnh về trường hợp bệnh nhân béo phì (> 100kg) thất bại điều trị, 

điều này có thể do trọng lượng cơ thể cao ảnh hưởng đến cách thức phân bố 

và hấp thu thuốc trong cơ thể. Với DHA-PPQ, PPQ có tính chất lipophilic và 

phân bố rộng rãi trong cơ thể, bệnh nhân thừa cân có thể cần liều lượng cao 

hơn để đạt được nồng độ thuốc trong huyết tương đủ để tiêu diệt ký sinh trùng 

một cách hiệu quả [60]. 

Phân tích dược động học cho thấy nồng độ PPQ trong máu sau 7 ngày 

điều trị tương quan với thời gian mà nồng độ thuốc vượt quá nồng độ ức chế 

tối thiểu của ký sinh trùng, nồng độ PPQ trong máu ngày 7 ở trẻ em thấp hơn 

so với người lớn, do trẻ em có thể tích phân bố nhỏ hơn, độ thanh thải cao 

hơn và thời gian bán hủy ngắn hơn. Điều này tương quan với nguy cơ thất bại 

điều trị cao hơn ở trẻ em. Việc không có công thức thuốc dành riêng cho trẻ 

em càng làm tăng nguy cơ nhận liều lượng không phù hợp [59]. 
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Tuổi của bệnh nhân là một yếu tố quan trọng, với trẻ em dưới 2 tuổi có 

nguy cơ chậm thanh thải ký sinh trùng cao hơn đáng kể (OR = 2,13) [57]. 

Điều này có thể do hệ miễn dịch của trẻ nhỏ chưa phát triển đầy đủ để loại bỏ 

ký sinh trùng hiệu quả. Thứ hai, sự hiện diện của sốt trước và trong quá trình 

điều trị cũng là một yếu tố nguy cơ [57]. Bệnh nhân có nhiệt độ cơ thể ≥ 

38°C, cả trước khi bắt đầu điều trị và một ngày sau đó, đều có nguy cơ chậm 

thanh thải ký sinh trùng cao hơn (OR = 1,33) [57]. Sốt có thể là dấu hiệu của 

một phản ứng miễn dịch không đặc hiệu, làm giảm khả năng cơ thể loại bỏ ký 

sinh trùng nhanh chóng [57]. Cuối cùng, mật độ ký sinh trùng cao trước khi 

điều trị (>50.000/μl) và sau một ngày điều trị (>20.000/μl) đều liên quan đến 

nguy cơ chậm thanh thải ký sinh trùng (OR = 2,21). Mật độ ký sinh trùng cao 

có thể gây khó khăn cho hệ miễn dịch trong việc kiểm soát và loại bỏ tất cả 

các ký sinh trùng, dẫn đến thời gian thanh thải kéo dài [57]. 

Tác giả Amaratunga và cộng sự có báo cáo về ảnh hưởng đặc điểm ký 

sinh trùng tới hiệu quả điều trị. Trong nghiên cứu, tác giả phân nhóm ký sinh 

trùng (PG1 và PG2) dựa vào 18 microsatellite markers trên 14 nhiễm sắc thể 

[61], kết quả cho thấy bệnh nhân nhiễm ký sinh trùng PG1 có nồng độ 

artesunate và DHA trong huyết tương cao hơn sau liều đầu tiên của 

artesunate so với những người nhiễm ký sinh trùng thuộc nhóm PG2 với 

nồng độ artesunate trong huyết tương cao hơn ở nhóm PG1 là 95,80 ng/mL 

so với 63,10 ng/mL ở nhóm PG2 (p=0,043).  Như vậy, các yếu tố di truyền 

của ký sinh trùng có vai trò quan trọng trong việc quyết định tốc độ thanh 

thải ký sinh trùng [61]. 

Cuối cùng và là nguyên nhân quan trọng nhất là sự phát triển của kháng 

thuốc đối với artemisinin và PPQ có thể làm giảm hiệu quả của DHA-PPQ, 

đặc biệt ở những khu vực có tỉ lệ kháng thuốc cao [58, 62]. Tại Campuchia, tỉ 

lệ tái phát ký sinh trùng đã tăng từ 15,4% trong giai đoạn 2011-2013 lên 39% 

trong giai đoạn 2012-2014. Khoảng 84% bệnh nhân được điều trị có thời gian 

làm sạch ½ ký sinh trùng dài hơn 5 giờ và 57% vẫn còn ký sinh trùng trong 

máu sau 3 ngày điều trị. Tất cả các ký sinh trùng mang đột biến C580Y thu 

thập từ các bệnh nhân tái phát sau khi điều trị 3 ngày bằng DHA-PPQ đều 

kháng PPQ trong thử nghiệm in vitro [60]. 

Ngoài ra, nghiên cứu tại Campuchia không chỉ chứng minh pfpm2 là dấu 

hiệu kháng PPQ, mà còn cho thấy mối liên quan chặt chẽ giữa sự gia tăng số 
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lượng bản sao pfpm2 và hiệu quả điều trị của DHA-PPQ Trong 12 địa điểm 

được nghiên cứu về hiệu quả của DHA-PPQ từ năm 2009 đến 2015, các nhà 

khoa học phát hiện rằng tỉ lệ mẫu bệnh phẩm có nhiều bản sao gen pfpm2 có 

mối tương quan nghịch với tỉ lệ chữa khỏi vào ngày 42 (r=-0,89 [95%CI 0,77-

0,95], p<0,0001). Điều này cho thấy khi số lượng bản sao pfpm2 tăng, tỉ lệ chữa 

khỏi giảm. Mô hình hồi quy Cox cũng chỉ ra rằng nguy cơ tái phát sau liệu trình 

3 ngày DHA-PPQ tăng đáng kể (p<2 ×10
-16

) khi phát hiện ký sinh trùng có nhiều 

bản sao pfpm2 vào ngày đầu tiên, bất kể địa điểm nghiên cứu. Thêm vào đó, mô 

hình hồi quy tuyến tính cho thấy hiệu quả lâm sàng của DHA-PPQ vào ngày 42 

giảm xuống dưới 90% khi tỉ lệ ký sinh trùng có nhiều bản sao pfpm2 trên nền đột 

biến pfK13 vượt quá 22%. Tóm lại, nghiên cứu này khẳng định rằng sự gia tăng 

số lượng bản sao pfpm2 không chỉ làm giảm hiệu quả điều trị DHA-PPQ mà còn 

làm tăng nguy cơ tái phát của ký sinh trùng [15] . 

Báo cáo về hiệu quả điều trị của DHA–PPQ tại Papua và Sumatra, 

Indonesia cho thấy mặc dù DHA–PPQ vẫn duy trì hiệu quả cao trong điều trị 

sốt rét không biến chứng, sự tái phát ký sinh trùng ở một số trường hợp tại 

Papua đã phản ánh sự suy giảm hiệu quả điều trị và có thể liên quan đến tình 

trạng kháng piperaquine. Cụ thể, tổng cộng 7 trường hợp tái phát của P. 

falciparum đã được ghi nhận tại Papua vào các ngày 21, 35 và 42 của quá 

trình theo dõi. Trong số 7 trường hợp này, 6 ca được phân tích số lượng bản 

sao gen pfpm2. Kết quả cho thấy 3/6 trường hợp có số lượng bản sao pfpm2 

không thay đổi (1 bản sao), cho thấy đây là các ca tái phát (recrudescence) do 

nhiễm trùng ban đầu không được loại bỏ hoàn toàn, làm giảm hiệu quả điều 

trị. Đáng chú ý, 3/6 trường hợp còn lại mang nhiều bản sao gen pfpm2 (2–3 

bản sao), chỉ ra rằng đây là các ca tái nhiễm (re-infection) với chủng P. 

falciparum kháng piperaquine, điều này càng làm suy giảm thêm hiệu quả của 

liệu pháp DHA–PPQ. Như vậy, một nửa số bệnh nhân tái phát đã bị tái nhiễm 

với các chủng kháng thuốc mang nhiều bản sao gen pfpm2, cho thấy sự gia 

tăng số lượng bản sao gen pfpm2 đã góp phần đáng kể vào việc suy giảm hiệu 

quả điều trị của DHA–PPQ tại Papua [63]. 

Như vậy, để đảm bảo hiệu quả điều trị cao nhất, cần phải cân nhắc tất 

cả các yếu tố này khi lựa chọn và quản lý điều trị bằng DHA-PPQ, cũng như 

giám sát chặt chẽ trong quá trình điều trị và tiến hành nghiên cứu liên tục để 

phát hiện và giải quyết các vấn đề kháng thuốc. 
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1.3. Các phƣơng pháp theo dõi, đánh giá hiệu lực của thuốc điều trị sốt 

rét và kháng thuốc 

1.3.1. Thử nghiệm hiệu lực điều trị (Therapeutic Efficacy Study - TES) 

Thử nghiệm hiệu lực điều trị (Therapeutic Efficacy Study - TES) là 

phương pháp đánh giá hiệu lực của thuốc điều trị sốt rét bằng cách theo dõi và 

đánh giá lâm sàng trên bệnh nhân thực tế [64, 65]. Đây là một trong những 

phương pháp quan trọng và được sử dụng rộng rãi để giám sát hiệu quả điều 

trị và phát hiện kháng thuốc sốt rét.  

Quy trình tuyển chọn và điều trị bệnh nhân sốt rét đảm bảo giám sát 

chặt chẽ và hiệu quả điều trị. Bệnh nhân được chọn dựa trên độ tuổi, giới tính, 

sức khỏe và mức độ nhiễm ký sinh trùng, xác nhận qua kính hiển vi hoặc 

PCR. Sau đó, họ được điều trị theo phác đồ quy định, với liều lượng và thời 

gian cụ thể, dưới sự giám sát trực tiếp của nhân viên y tế. Bệnh nhân được 

theo dõi trong 28-42 ngày, với các mốc kiểm tra vào ngày 0, 1, 2, 3, 7, 14, 21, 

28 (hoặc 42) và lấy mẫu máu để kiểm tra ký sinh trùng. Hiệu quả điều trị 

được đánh giá qua tỷ lệ bệnh nhân còn ký sinh trùng vào ngày thứ 3 và tỷ lệ 

thất bại điều trị trong 28-42 ngày. Nếu tỷ lệ thất bại từ 10% trở lên, phác đồ 

điều trị quốc gia có thể được điều chỉnh [64,65]. 

Trong thử nghiệm TES, kết quả điều trị của bệnh nhân được phân loại 

theo các tiêu chí cụ thể về sự hiện diện của ký sinh trùng và biểu hiện lâm 

sàng trong suốt quá trình theo dõi. Kết quả này bao gồm bốn nhóm [64]:  

(1) Thất bại điều trị sớm (ETF - Early Treatment Failure) khi bệnh nhân 

không đáp ứng với liệu trình điều trị ngay từ giai đoạn đầu, được xác 

đinh khi có 1 trong các dấu hiệu sau:  

- Dấu hiệu nguy hiểm hoặc sốt rét ác tính vào ngày 1,2,3 kèm theo 

có ký sinh trùng sốt rét trong máu. 

- Mật độ ký sinh trùng ngày D2 cao hơn D0 bất luận thân nhiệt. 

- Còn ký sinh trùng ngày D3 với thân nhiệt ≥ 37,50C. 

- Mật độ ký sinh trùng ngày D3 ≥ 25% so với ngày D0. 

(2) Thất bại lâm sàng muộn (LCF - Late Clinical Failure), khi các triệu 

chứng lâm sàng tái xuất hiện mặc dù không còn ký sinh trùng, được xác 

định khi có dấu hiệu sau:  
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- Không có dấu hiệu nguy hiểm hoặc sốt rét ác tính hoặc thất bại 

sớm trước đó. 

- Sự có mặt ký sinh trùng vào bất kỳ ngày nào từ D7 đến D42 với 

thân nhiệt ≥ 37,50C. 

(3) Thất bại ký sinh trùng muộn (LPF - Late Parasitological Failure), khi 

ký sinh trùng tái xuất hiện trong máu mà không có triệu chứng lâm 

sàng, được xác định khi có dấu hiệu sau:  

- Sự xuất hiện ký sinh trùng vào bất kỳ ngày nào từ D7 đến D42 

với nhiệt độ nách < 37,50C trên các ca trước đó không đủ tiêu 

chuẩn ETF hay LCF. 

(4)   Đáp ứng lâm sàng và ký sinh trùng đầy đủ (ACPR - Adequate Clinical 

and Parasitological Response): ) được xác định không có ký sinh trùng 

trong vòng 42 ngày, bất luận nhiệt độ nách và các ca trước đó không 

hội đủ tiêu chuẩn ETF, LCF, LPF. 

Thử nghiệm TES có nhiều ưu điểm nổi bật trong việc đánh giá hiệu lực 

của thuốc điều trị sốt rét so với các phương pháp khác. Được thực hiện trực 

tiếp trên bệnh nhân trong môi trường điều trị thực tế, TES phản ánh chính xác 

hiệu quả của thuốc và phản ứng của hệ miễn dịch tự nhiên. Bệnh nhân được 

theo dõi chặt chẽ trong suốt và sau quá trình điều trị, giúp phát hiện sớm các 

trường hợp thất bại và tái phát, đồng thời đánh giá cả hiệu quả lâm sàng và ký 

sinh trùng. Nhờ việc theo dõi sự hiện diện của ký sinh trùng và khả năng ngăn 

ngừa tái phát, TES có khả năng phát hiện tình trạng kháng thuốc. Ngoài ra, 

TES tuân theo quy trình chuẩn hóa của WHO, đảm bảo tính nhất quán và khả 

năng so sánh giữa các nghiên cứu và khu vực khác nhau, cung cấp dữ liệu 

thực tế và đáng tin cậy cho việc xây dựng phác đồ điều trị và chính sách 

phòng chống sốt rét. So với các phương pháp in vitro, TES vượt trội hơn 

trong việc đánh giá hiệu quả thuốc trong cơ thể sống, đồng thời cung cấp dữ 

liệu theo dõi liên tục và các tiêu chí phân loại chi tiết [64, 66]. 

Mặc dù TES là phương pháp chuẩn mực để đánh giá hiệu quả của thuốc 

điều trị sốt rét, nhưng nó cũng gặp phải một số hạn chế đáng kể. Việc tổ chức 

TES đòi hỏi quy trình phức tạp và tốn kém, bao gồm tuyển chọn bệnh nhân, 

quản lý điều trị và theo dõi lâm sàng trong thời gian dài, gây ra chi phí cao và 

đòi hỏi nguồn lực lớn, điều này đặc biệt khó khăn đối với các quốc gia đang có 
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dịch sốt rét. Các yếu tố như khả năng miễn dịch, tình trạng dinh dưỡng, mức độ 

tuân thủ điều trị và biến đổi di truyền của bệnh nhân có thể ảnh hưởng đến kết 

quả, khiến việc đánh giá hiệu quả thuốc trở nên phức tạp hơn. Thời gian theo 

dõi dài, từ 28 đến 42 ngày hoặc hơn, cũng gây khó khăn trong việc duy trì sự 

tham gia của bệnh nhân. Những hạn chế này khiến TES trở thành thách thức 

lớn trong việc triển khai và duy trì, mặc dù nó vẫn là phương pháp quan trọng 

để giám sát hiệu quả của các phác đồ điều trị chống sốt rét [64, 66]. 

1.3.2. Phương pháp in vitro 

1.3.2.1. Phương pháp WHO microtest 

Kỹ thuật WHO microtest là một phương pháp chuẩn hóa do WHO phát 

triển để đánh giá độ nhạy cảm của ký sinh trùng sốt rét đối với các loại thuốc 

điều trị sốt rét. Kỹ thuật này dựa trên nguyên tắc nuôi cấy P. falciparum trong 

môi trường RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) của W. Trager và 

B. Jensen (1976). Bộ micro test KIT của WHO có các nồng độ thuốc được 

gắn trên các giếng của phiến nhựa 96 giếng, chia làm 12 hàng, mỗi hàng 8 

giếng có 1 giếng chứng và 7 giếng có nồng độ thuốc khác nhau tuỳ thuộc vào 

mỗi loại thuốc thử nghiệm. Quy trình ngày để xác định sự nhạy cảm in vitro 

của P. falciparum với thuốc sốt rét tại thực địa. 

1.3.2.2. Phương pháp test in vitro 48 giờ 

Phương pháp này nhằm đánh giá mức độ nhạy cảm của P. falciparum 

đối với các loại thuốc điều trị sốt rét bằng cách theo dõi sự phát triển của KST 

sau 48 giờ nuôi cấy trong các giếng chứa nồng độ thuốc khác nhau. 

Quy trình tiến hành:  

- Mẫu máu chứa ký sinh trùng sốt rét (P. falciparum) được thu thập từ 

bệnh nhân hoặc qua nuôi cấy. 

- Các mẫu này được pha loãng và cho vào các giếng của đĩa microtest, 

trong đó có chứa môi trường nuôi cấy RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 

Institute) và thuốc thử nghiệm ở các nồng độ khác nhau. 

- Các giếng của đĩa microtest được chia thành hai loại: 

o Giếng chứng: không chứa thuốc, dùng để so sánh với các giếng 

có thuốc nhằm đánh giá mức độ phát triển bình thường của KST. 

o Giếng chứa thuốc: các giếng này có chứa thuốc điều trị sốt rét 

với các nồng độ từ thấp đến cao để kiểm tra mức độ ức chế sự phát 

triển của KST. 
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- Nuôi cấy 48 giờ: Mẫu được ủ trong môi trường nhiệt độ chuẩn (thường là 

37°C) trong 48 giờ. Trong thời gian này, sự phát triển của KST được theo 

dõi, và không cần thay đổi môi trường. 

- Đánh giá kết quả 

- Sau 48 giờ, các mẫu từ mỗi giếng sẽ được thu hoạch và đánh giá 

bằng cách nhuộm (thường là nhuộm Giemsa) để đếm số lượng KST 

còn sống hoặc bị ức chế. 

- Tỷ lệ sống sót của KST trong các giếng chứa thuốc sẽ được so 

sánh với giếng chứng không có thuốc, nhằm xác định nồng độ ức chế 

(50%, 90%, 99% KST) và hiệu quả của thuốc thử nghiệm. 

Phương pháp này cho phép đánh giá trực tiếp khả năng ức chế phát triển 

của ký sinh trùng P. falciparum bởi các thuốc điều trị sốt rét, từ đó đưa ra 

thông tin chi tiết về hiệu quả của từng loại thuốc và mức độ nhạy cảm của ký 

sinh trùng với thuốc.  

Nhìn chung, phương pháp in vitro đóng vai trò quan trọng trong nghiên 

cứu và đánh giá kháng thuốc sốt rét với nhiều ưu điểm nổi bật. Các thử 

nghiệm in vitro có khả năng phát hiện sớm tình trạng kháng thuốc ở mức độ 

phân tử và tế bào, trước khi biểu hiện lâm sàng xuất hiện, định lượng chính 

xác mức độ phát triển và sự hiện diện của ký sinh trùng. Nhờ khả năng kiểm 

soát điều kiện thí nghiệm chặt chẽ, phương pháp in vitro đảm bảo tính lặp lại 

cao và loại bỏ các yếu tố gây nhiễu từ môi trường sống của bệnh nhân. Ngoài 

ra, phương pháp in vitro cho phép sàng lọc nhanh chóng nhiều hợp chất để 

tìm ra các thuốc mới hoặc phối hợp thuốc hiệu quả, hỗ trợ cho các nghiên cứu 

cơ chế tác động của thuốc ở mức độ tế bào và phân tử, từ đó cải tiến phác đồ 

điều trị 

 Tuy nhiên, phương pháp này cũng có những hạn chế. Nó không thể mô 

phỏng đầy đủ hệ miễn dịch và các yếu tố sinh học phức tạp của cơ thể người, 

đòi hỏi trang thiết bị đặc biệt và kỹ năng chuyên môn cao. Việc chuẩn hóa 

giữa các phòng thí nghiệm có thể khó khăn, các thử nghiệm in vitro không 

cung cấp thông tin về tác dụng phụ và độc tính của thuốc đối với cơ thể. 

1.3.3. Phương pháp sinh học phân tử 

 Phương pháp sinh học phân tử gồm một số kỹ thuật như PCR, realtime 

PCR, giải trình tự gen đóng vai trò quan trọng trong nghiên cứu kháng thuốc 

vì nó cho phép phát hiện các đột biến gen hoặc biến đổi số lượng bản sao của 
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các gen liên quan đến kháng thuốc ở ký sinh trùng. Điều này giúp theo dõi sự 

xuất hiện và lây lan của các dạng kháng thuốc, cung cấp thông tin quan trọng 

để cảnh báo sớm về các nguy cơ kháng thuốc và điều chỉnh chính sách điều trị 

phù hợp. Nhìn chung, phương pháp sinh học phân tử thường ít khi dùng độc 

lập mà thường phối hợp với các phương pháp khác khi nghiên cứu sốt rét 

kháng thuốc. 

 Kỹ thuật PCR có thể được sử dụng trong việc phân biệt giữa tái phát và 

tái nhiễm KST sốt rét trong thử nghiệm đánh giá hiệu lực điều trị sốt rét. Mẫu 

máu của bệnh nhân được thu thập tại thời điểm D0 (ngày bắt đầu điều trị) và 

sau khi xuất hiện lại ký sinh trùng để phân tích và so sánh, giúp xác định 

nguyên nhân của sự tái xuất hiện này là do tái phát hay nhiễm mới. Trong khi 

phương pháp nhuộm Giemsa không thể phân biệt rõ hai trường hợp này, phân 

tích sinh học phân tử qua PCR có thể xác định các kiểu gen ký sinh trùng tại 

các loci khác nhau như MSP1, MSP2, GLURP. Các kiểu gen như MP1 

(merozoite surface protein 1), MP2 (merozoite surface protein 2), và GLURP 

(glutamate-rich protein) giúp phát hiện sự khác biệt di truyền giữa các chủng 

ký sinh trùng, từ đó phân biệt rõ ràng giữa tái phát và tái nhiễm. 

Real-time PCR là một phương pháp phân tử cho phép phát hiện các 

biến đổi trong số lượng bản sao của gen cũng như các SNPs (Single 

nucleotide polymorphisms). Phương pháp này được thực hiện trên thiết bị 

chuyên dụng, cho phép quan sát sự khuếch đại DNA trong thời gian thực 

bằng cách sử dụng các chất nhuộm huỳnh quang như SYBR Green hoặc các 

đoạn mồi đánh dấu bằng huỳnh quang. Phương pháp này chủ yếu được sử 

dụng để đo lường chính xác sự thay đổi trong số lượng bản sao của gen và 

phát hiện SNPs. Trong quy trình này, khi PCR tiến hành, lượng sản phẩm 

khuếch đại (amplicon) sẽ tăng dần và tín hiệu huỳnh quang phát ra tỷ lệ thuận 

với lượng amplicon được tạo ra. Chu kỳ (cycle number) tại đó tín hiệu huỳnh 

quang vượt qua ngưỡng được gọi là giá trị Ct (threshold cycle), và giá trị này 

phản ánh nồng độ ban đầu của DNA mục tiêu trong mẫu.  

Giải trình tự DNA, đặc biệt là giải trình tự gen pfK13, đóng vai trò quan 

trọng trong việc phát hiện, theo dõi các đột biến liên quan đến kháng thuốc sốt 

rét, đặc biệt là kháng artemisinin ở ký sinh trùng P. falciparum. Gen pfK13 

mã hóa cho protein Kelch13, và các đột biến trong gen này đã được chứng 

minh có liên quan trực tiếp đến kháng thuốc. 
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Quá trình giải trình tự pfK13 giúp xác định các thay đổi trong chuỗi 

nucleotide của gen này. Các đột biến thường xuất hiện tại các vị trí nhất định 

trong vùng mã hóa của gen pfK13. Khi phân tích trình tự gen từ các mẫu ký 

sinh trùng sốt rét, các nhà khoa học có thể so sánh với chuỗi gen tham chiếu 

để phát hiện các đột biến. Ví dụ, các đột biến phổ biến như C580Y, Y493H, 

R539T, và I543T đã được ghi nhận là liên quan đến tình trạng kháng 

artemisinin. Sử dụng các phương pháp giải trình tự, chẳng hạn như giải trình 

tự Sanger hoặc giải trình tự thế hệ mới (NGS), các nhà nghiên cứu có thể 

nhanh chóng phát hiện và định danh các đột biến này trong quần thể ký sinh 

trùng. Điều này rất quan trọng cho việc giám sát kháng thuốc, theo dõi sự 

xuất hiện và lây lan của các chủng kháng thuốc trong các khu vực lưu hành 

bệnh sốt rét, cũng như giúp định hướng các chiến lược điều trị và phòng ngừa 

hiệu quả hơn. 

 Phương pháp sinh học phân tử cũng dùng để nghiên cứu sốt rét kháng 

thuốc. Tuy nhiên, phương pháp sinh học phân tử thường ít khi dùng độc lập 

mà thường phối hợp với các phương pháp khác khi nghiên cứu sốt rét kháng 

thuốc. Về mặt lý thuyết, các tần suất xuất hiện đột biến gen cụ thể trong một 

mẫu KST thu được từ bệnh nhân từ một khu vực nhất định có thể cung cấp 

một dấu hiệu của tần suất kháng thuốc trong khu vực đó tương tự như thông 

tin thu được từ các phương pháp in vitro. Ưu điểm bao gồm chỉ cần số lượng 

nhỏ vật liệu di truyền và khả năng tiến hành số lượng lớn kiểm tra trong một 

khoảng thời gian tương đối ngắn. Nhược điểm của phương pháp này khó khăn 

trong đánh giá mối liên quan giữa các đột biến nhất định và kháng thuốc, đặc 

biệt là khi sự kháng thuốc liên quan đến nhiều hơn một locus gen và nhiều đột 

biến. Nếu những phức tạp này có thể được giải quyết, kỹ thuật phân tử có thể 

trở thành một cực kỳ công cụ giám sát có giá trị để theo dõi sự xuất hiện, lan 

rộng hoặc tăng cường kháng thuốc 

1.4. Ký sinh trùng P.  falciparum kháng thuốc 

1.4.1. Một số định nghĩa trong kháng thuốc sốt rét 

 Đến nay WHO đã chính thức công nhận kháng thuốc đối với 3 trong số 

5 chủng KST sốt rét gây bệnh ở người bao gồm: P. falciparum, P. vivax và P. 

malariae trong đó chủng P. falciparum kháng đa thuốc và là loài duy nhất đã 

giảm nhạy cảm và kháng với artemisinin và dẫn xuất. Tuy nhiên, trên thực 
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hành lâm sàng vẫn còn nhầm lẫn giữa thuật ngữ ―Kháng thuốc‖ và ―Thất bại 

điều trị‖. 

Kháng thuốc kháng sốt rét được định nghĩa là khả năng của một chủng 

ký sinh trùng sống sót hoặc nhân lên mặc dù đã được sử dụng và hấp thụ một 

loại thuốc với liều lượng bằng hoặc cao hơn liều thường được khuyến cáo, 

nhưng vẫn trong giới hạn dung nạp của cơ thể [12]. 

Thất bại điều trị là thuật ngữ được sử dụng nhiều trong nghiên cứu hiệu 

lực thuốc gần đây. Thất bại điều trị được định nghĩa là tình trạng một thuốc 

mất khả năng làm sạch KST trong máu hoặc xuất hiện các triệu chứng nặng 

lên mặc dù đã được điều trị đủ liều theo qui định. Hiện tượng thất bại điều trị 

không phải lúc nào cũng đồng nghĩa với kháng thuốc. Thất bại điều trị còn do 

nguyên nhân khác như thuốc giả, thuốc quá hạn, uống không đủ liều, dung 

nạp thuốc kém, đáp ứng miễn dịch [67]. 

Kháng đa thuốc là tình trạng kháng đối với hơn hai loại thuốc kháng sốt 

rét thuộc các nhóm hóa học khác nhau [12]. 

Năm 2018, định nghĩa kháng một phần artemisinin (artemisinin partial 

resistance) được đưa ra bỏi WHO khi có sự chậm làm sách KST do kháng 

một phần artemisinin trên thể nhẫn. Tuy nhiên, phần lớn các bệnh nhân có 

hiện tượng chậm làm sạch KST vẫn sạch KST sau khi điều trị bằng liệu pháp 

ACT vì bên trong vẫn có vai trò của thuốc đi kèm (partner drug) vẫn có hiệu 

quả kéo dài đến 7 ngày. Theo định nghĩa mới bổ sung và cập nhật này thì: 

+ Nghi ngờ khu vực kháng: ≥ 10% người bệnh có thời gian giảm ½ số 

lượng KST ≥ 5 giờ sau điều trị với ACT hoặc ≥ 5% số người bệnh mang đột 

biến gen pfK13 xác định kháng artemisinin hoặc ≥ 5% người bệnh có thời 

gian cắt KST chậm sau ngày D3. 

+ Xác định khu vực kháng artemisinin: ≥ 5% số người bệnh mang đột 

biến gen pfK13 xác định kháng artemisinin, tất cả người bệnh này có thời gian 

cắt KST chậm vào ngày D3 hoặc có thời gian giảm ½ số lượng KST ≥ 5 giờ 

sau điều trị [67]. 

1.4.2. Chỉ thị phân tử trong theo dõi kháng Dihydroartemisinin-Piperaquine 

Chỉ thị phân tử được sử dụng trong theo dõi kháng thuốc sốt rét là một 

phương pháp sử dụng các kỹ thuật sinh học phân tử để phát hiện và theo dõi 

các đột biến di truyền liên quan đến khả năng kháng thuốc của ký sinh trùng 

sốt rét (Plasmodium spp.). Phương pháp này được coi là công cụ quan trọng 
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trong việc quản lý và kiểm soát tình trạng kháng thuốc của ký sinh trùng sốt 

rét, đặc biệt là ở các vùng có tỷ lệ kháng thuốc cao hoặc các "điểm nóng" về 

kháng thuốc như Đông Nam Á và châu Phi. Các kỹ thuật giám sát phân tử chủ 

yếu tập trung vào việc phân tích các gen đích có liên quan đến kháng thuốc, 

như gen pfK13 đối với kháng artemisinin, hoặc gen pfcrt và pfmdr1 đối với 

kháng chloroquine. 

 Các chỉ thị phân tử dùng để theo dõi tính kháng thuốc đảm bảo một số 

tiêu chí sau: 

i. Đặc hiệu cho từng loại thuốc: Chỉ thị phân tử thường liên quan đến các 

đột biến hoặc sự thay đổi trong một hoặc vài gen nhất định có liên quan 

đến khả năng kháng thuốc của tác nhân gây bệnh. Những gen này 

thường mã hóa cho các protein mục tiêu của thuốc hoặc các enzyme có 

khả năng vô hiệu hóa thuốc. 

ii. Phân bố địa lý và dịch tễ học: Các chỉ thị phân tử kháng thuốc có sự 

phân bố không đồng đều giữa các khu vực địa lý và quần thể ký sinh 

trùng, thường tập trung ở các "điểm nóng" kháng thuốc. Sự phân bố 

này giúp xác định và theo dõi sự lây lan của kháng thuốc trên phạm vi 

rộng. 

iii. Liên quan đến sự chọn lọc tự nhiên: Các đột biến kháng thuốc thường 

xuất hiện và gia tăng tần suất thông qua quá trình chọn lọc tự nhiên. 

Điều này xảy ra khi một nhóm cá thể có đột biến kháng thuốc sống sót 

và sinh sản mạnh hơn các cá thể không có đột biến dưới áp lực của liệu 

pháp điều trị. 

iv. Tính ổn định: Các chỉ thị phân tử thường là các điểm đột biến ổn định 

và có thể được theo dõi qua nhiều thế hệ của tác nhân gây bệnh, giúp 

việc giám sát và nghiên cứu dễ dàng hơn. 

v. Có liên hệ với kết quả điều trị: Chỉ thị phân tử có tính liên quan trực 

tiếp với hiệu quả điều trị. Ví dụ, sự xuất hiện của một số đột biến có thể 

dự báo tỷ lệ thất bại trong điều trị hoặc thời gian làm sạch ký sinh trùng 

kéo dài. 

vi. Dễ dàng phát hiện và phân tích: Các chỉ thị phân tử thường được thiết 

kế sao cho dễ dàng phát hiện bằng các kỹ thuật sinh học phân tử như 

PCR, giải trình tự gen, hoặc các phương pháp khác, giúp tăng hiệu quả 

và độ chính xác trong việc theo dõi kháng thuốc. 
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Việc lựa chọn các chỉ thị phân tử để giám sát kháng thuốc sốt rét đồng 

thời phụ thuộc chặt chẽ vào phác đồ điều trị hiện hành và loại thuốc đang 

được sử dụng trong khu vực. Điều này nhằm đảm bảo các chỉ thị phân tử 

được chọn có liên quan trực tiếp đến cơ chế kháng thuốc của ký sinh trùng đối 

với những loại thuốc đang được áp dụng, từ đó phản ánh chính xác tình trạng 

kháng thuốc trong quần thể ký sinh trùng tại địa phương. 

Như vậy, theo dõi tình trạng kháng DHA-PPQ một trong những liệu 

pháp điều trị ACT phổ biến, tại Việt nam các chỉ thị phân tử thường được sử 

dụng bao gồm pfK13 theo dõi kháng artemisinin và sự gia tăng số lượng bản 

sao pfpm2, điểm đột biến E415G theo dõi kháng PPQ. 

1.4.2.1. Đột biến trên gen pfK13 trong theo dõi kháng artemisnin 

Gen pfK13 mã hóa protein Kelch nằm trên nhiễm sắc thể số 13 của ký 

sinh trùng sốt rét P. falciparum. Protein Kelch 13 gồm có 3 vùng chức năng 

với độ dài khoảng 726 axit amin [68]:  

-  Vùng N đặc trưng cho ngành Apicomplex, khu vực này không được 

bảo tồn nhiều và có cấu trúc dạng cuộn ngẫu nhiên; 

- Vùng CCC (a coiled-coil-containing) mã hóa cho axit amin 212-341, 

vùng BTB (Broad Complex hay BTB/POZ) mã hóa cho axit amin từ 350-437; 

- Vùng Krep (Kelch-repeat propeller) hay motif Kelch mã hóa cho axit 

amin từ 443-726 đặc trưng bởi 6 vùng nhỏ hình cánh quạt điển hình và đây 

cũng là vùng xuất hiện hầu hết các đột biến liên quan đến kháng artemisinin 

(Hình 1.4).  

 

Hình 1.4. Gen pfK13 và các vùng chức năng [69] 

(Nguồn Coppée R và cộng sự, 2019) 

Protein Kelch13 là một protein quan trọng trong ký sinh trùng sốt rét P. 

falciparum đóng vai trò then chốt trong cơ chế kháng thuốc artemisinin [51, 
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52]. Chức năng chính của Kelch13 liên quan đến quá trình ubiquitin hoá, một 

quá trình hậu dịch mã trong đó ubiquitin gắn vào protein để đánh dấu chúng 

cho sự phân hủy bởi proteasome hoặc điều chỉnh các chức năng khác của 

protein. Kelch13 hoạt động như một bộ điều hợp của E3 ubiquitin ligase, điều 

chỉnh các protein liên quan đến chu kỳ tế bào, sao chép gen, vận chuyển 

màng, và đặc biệt là quá trình endocytosis, tức quá trình nhập bào [51, 52]. 

Tại cytostome của ký sinh trùng, Kelch13 giúp điều khiển quá trình hấp thụ 

hemoglobin từ tế bào hồng cầu chủ, sau đó hemoglobin được tiêu hóa trong 

không bào tiêu hóa của ký sinh trùng để cung cấp dưỡng chất. Các đột biến ở 

pfK13 làm gián đoạn quá trình này, dẫn đến giảm lượng heme từ hemoglobin 

cần thiết để kích hoạt artemisinin, giúp ký sinh trùng sống sót trong giai đoạn 

vòng sớm của nhiễm trùng khi điều trị bằng artemisinin [51]. Ngoài ra, các 

đột biến pfK13 còn giúp ký sinh trùng giảm căng thẳng proteotoxic do 

artemisinin gây ra bằng cách giảm hoạt động tiêu hóa hemoglobin và do đó 

giảm lượng heme kích hoạt artemisinin. Kết quả là đột biến pfK13 có thể chịu 

đựng căng thẳng tốt hơn và có hệ thống phòng thủ mạnh mẽ hơn trước tác 

động của artemisinin [51, 52]. 

Cho đến hiện nay, đã phát hiện được hơn 200 loại đột biến trên gen 

pfK13 tuy nhiên không phải dạng đột biến nào cũng liên quan tới kháng 

artemisinin [12, 70]. Theo phân loại của WHO, các đột biến pfK13 được xác 

nhận là liên quan đến kháng artemisinin bao gồm: N458Y, Y493H, R539T, 

I543T, R561H và C580Y, những đột biến này đã được chứng minh là có liên 

quan chặt chẽ đến hiện tượng thanh thải ký sinh trùng chậm sau khi điều trị 

bằng artemisinin [12]. Ngoài ra, có một số đột biến ứng viên cũng có tiềm 

năng liên quan đến kháng artemisinin như: P441L, F446I, G449A, P553L, 

V568G, P574L và A675V [12]. Một số đột biến khác đã được báo cáo có liên 

quan đến kháng thuốc trong các thử nghiệm in vivo hoặc in vitro bao gồm: 

M476I, C469Y, A481V, S522C, N537I, N537D, G538V, M579I, D584V và 

H719N, các đột biến này được phân loại dựa trên mức độ liên quan đến hiện 

tượng thanh thải ký sinh trùng chậm và kết quả các nghiên cứu lâm sàng cũng 

như nghiên cứu trong phòng thí nghiệm [12, 71] . 

1.4.2.2. Điểm đa hình đơn E415G và chỉ thị phân tử kháng PPQ 

Gen exonuclease của P. falciparum (pfEXO hoặc PF3D7_1362500) 

nằm trên NST số 13 của ký sinh trùng sốt rét mã hoá enzym exonuclease [6]. 
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Exonuclease là các enzyme chủ chốt tham gia vào nhiều khía cạnh của quá 

trình chuyển hóa và duy trì tế bào và rất cần thiết cho sự ổn định của bộ gen, 

hoạt động để tách DNA khỏi các đầu tự do. Các exonuclease có thể đóng vai 

trò là bộ đọc sửa lỗi trong quá trình sao chép DNA, để loại bỏ các cấu trúc 

DNA bất thường phát sinh từ các vấn đề với tiến trình rẽ nhánh sao chép 

DNA và chúng có thể tham gia trực tiếp vào việc sửa chữa DNA bị hỏng. 

cách thức cả hoạt động exonuclease bên trong và bên ngoài góp phần vào độ 

chính xác của DNA polymerase trong quá trình sao chép DNA [72]. 

Đột biến E415G trên gen pfEXO làm thay đổi nucleotide adenin thành 

guanin dẫn đến làm thay đổi axit glutamic (E) thành glycine (G) ở vị trí 415 

trên gen mã hóa [19].  Như tên gọi của chúng, exonuclease là các enzym phân 

cắt nucleotit từ đầu 3' hoặc 5' của DNA bằng cách thủy phân các liên kết 

photphodiester giữa các axit nucleic. Đây là đặc điểm chung của một số 

polymerase có ―hoạt tính exo‖ và được phân biệt với hoạt động endonuclease 

bởi vì exonuclease phân cắt từ hai đầu cuối của chuỗi DNA trái ngược với phân 

cắt nucleotit tại một vị trí bên trong của ―hoạt tính endo‖. Nghiên cứu trước đây 

đã chỉ ra rằng hoạt động exonuclease 3’-5 ’cũng cần thiết trong sửa chữa kết 

nối không tương đồng (NHEJ) cho thấy một vai trò đối với exonucleases không 

chỉ trong quá trình sao chép DNA mà còn trong các quá trình sửa chữa riêng 

biệt. Tuy nhiên vai trò của exonuclease này đối với ký sinh trùng P. falciparum 

vẫn chưa được nghiên cứu rõ ràng. Các giả thuyết được đưa ra rằng 

exonuclease của P. falciparum có vai trò sửa chữa trong quá trình sao chép 

DNA và thậm chí có thể sửa chữa DNA của ký sinh trùng. Nếu điều này chính 

xác thì khả năng đột biến E415G sẽ làm ảnh ảnh hưởng đến chức năng đọc lại 

hoặc sửa chữa của protein giả định này dẫn đến sự khác biệt đáng kể (tăng hoặc 

giảm) trong các đột biến tổng thể ở ký sinh trùng sốt rét, có thể hỗ trợ trong 

kiểu hình kháng thuốc.  

 Các báo cáo gần đây cho thấy E415G liên quan đến kháng PPQ, một 

thành phần trong phác đồ điều trị phối hợp DHA-PPQ [6, 14, 17]. Theo 

nghiên cứu của Boonyalai và cộng sự (2020) đã khám phá vai trò của đột biến 

E415G trong gen pfEXO liên quan đến khả năng kháng PPQ của ký sinh trùng 

P. falciparum ở Campuchia [17], kết quả cho thấy các ký sinh trùng mang đột 

biến E415G kết hợp với các đột biến mới của pfcrt (T93S, H97Y, F145I, và 

I218F) có khả năng kháng PPQ ngay cả khi không có sự gia tăng số lượng 
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bản sao pfpm2. Điều này cho thấy rằng đột biến E415G đóng vai trò quan 

trọng trong việc tạo ra kiểu hình kháng PPQ [17]. 

1.4.2.3 Gen pfpm2 và chỉ thị phân tử kháng PPQ 

 Gen plasmepsin (pfpm) mã hoá cho enzyme aspartic protease, nằm trên 

nhiễm sắc thể số 14 của ký sinh trùng P. falciparum [73]. Ký sinh trùng P. 

falciparum có 10 loại plasmepsin (từ 1 đến 10), mỗi plasmepsin đóng vai trò 

nhất định trong chu kỳ sống của nó [73]. Plasmepsin1/2 là các aspartic 

protease chính, chịu trách nhiệm phân giải hemoglobin trongkhông tiêu hóa 

của ký sinh trùng, cung cấp nguồn dinh dưỡng cần thiết cho sự sống còn và 

phát triển của chúng. Plasmepsin3 (còn gọi là Histo-aspartic Protease hoặc 

HAP) và plasmepsin 4 cũng tham gia vào quá trình tiêu hóa hemoglobin, 

nhưng ở mức độ ít rõ rệt hơn [73].  

 Ngay sau khi xâm nhập vào hồng cầu, ký sinh trùng sốt rét thuỷ phân 

hemoglobin với tốc độ khá nhanh chóng nhờ hoạt động của enzyme aspartic 

proease (plasmepsin 1-4), quá trình này cung cấp chất dinh dưỡng cần thiết 

cho hoạt động của ký sinh trùng sốt rét [74]. Khi ký sinh trùng sốt rét phân 

hủy hemoglobin, heme được giải phóng ra và có thể gây độc cho chúng nếu 

không được xử lý đúng cách. Để tránh điều này, ký sinh trùng biến heme 

thành một dạng không độc hại là các hạt không tan có tên là hemozoin [75]. 

Sự tích tụ nhân heme là quá trình ngăn chặn sự biến đổi của heme thành 

hemozoin, từ đó tạo ra môi trường độc hại cho ký sinh trùng và có thể dẫn đến 

cái chết của chúng. Đây là cơ sở của một số loại thuốc điều trị sốt rét như 

chloroquine và PPQ, làm việc bằng cách ngăn chặn sự tạo thành của 

hemozoin, từ đó tích tụ heme tự do trong ký sinh trùng và gây độc cho chúng 

[16, 76]. Sự gia tăng số lượng bản sao của pfpm2 làm tăng mức độ biểu hiện 

của các protease này, giúp ký sinh trùng vượt qua tác động của PPQ bằng 

cách duy trì quá trình tiêu hóa hemoglobin và hình thành hemozoin, kể cả khi 

có sự hiện diện của thuốc [16]. 

 Sự thay đổi số lượng bản sao gen (Copy Number Variation - CNV) là 

hình thức biến đổi di truyền khá phổ biến được quan sát thấy và được chứng 

minh là yếu tố chính góp phần vào phát triển kháng thuốc ở ký sinh trùng sốt 

rét P. falciparum [77].  

 Vai trò của chỉ thị phân tử pfpm2 với tính kháng PPQ lần đầu tiên được 

báo cáo qua nghiên cứu của Witkowski và cộng sự [15, 78]. Tác giả sử dụng 
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thử nghiệm PSA (Piperaquine survival assay) để xác định tỉ lệ sống sót của ký 

sinh trùng khi tiếp xúc với PPQ, kết quả cho thấy tỉ lệ sống sót trung bình 

giữa các chủng có nhiều bản sao của pfpm2 so với các chủng chỉ có một bản 

sao lần lượt là 51,7% (IQR 29,7–75,1) so với 0,004% (IQR 0,003–0,39), p < 

0,0001. Như vậy, với kết quả này, tác giả cho rằng chỉ thị phân tử khuếch đại 

gen pfpm2 là một dấu hiệu mạnh mẽ cho theo dõi kháng PPQ tại khu vực có 

dịch [15, 78]. 

   Nghiên cứu của Roberto Amato và các cộng sự nhằm chứng minh sự 

khuếch đại bản sao pfpm2 liên quan đến kháng PPQ, đã sử dụng một phương 

pháp toàn diện bao gồm phân tích toàn bộ bộ gen (GWAS) và phân tích số 

lượng bản sao. Cụ thể, nhóm nghiên cứu đã thu thập 297 mẫu P. falciparum 

từ Campuchia từ 2011 đến 2013 và tiến hành đo nồng độ ức chế 50% PPQ in 

vitro. Phân tích số lượng bản sao đã xác định sự khuếch đại của các gen 

pfpm2 cũng liên quan đến tăng IC50 của PPQ [16].  

 Không chỉ được sử dụng là dấu hiệu của kháng PPQ, nghiên cứu tại 

Campuchia cho thấy pfpm2 còn liên quan chặt chẽ tới hiệu quả điều trị của 

DHA-PPQ [15]. Trong 12 địa điểm nghiên cứu về hiệu quả của DHA-PPQ từ 

năm 2009 đến 2015, các nhà khoa học đã phát hiện rằng tỉ lệ mẫu bệnh phẩm 

có nhiều bản sao gen pfpm2 có mối tương quan nghịch với tỉ lệ chữa khỏi vào 

ngày 42 (r=-0,89 [95%CI 0,77-0,95], p<0,0001). Điều này có nghĩa là khi số 

lượng bản sao pfpm2 tăng lên, tỉ lệ chữa khỏi giảm xuống. Một mô hình hồi 

quy Cox cho thấy nguy cơ tái phát sau liệu trình 3 ngày DHA-PPQ tăng lên 

đáng kể (p<2 ×10^-16) khi có sự hiện diện của ký sinh trùng với nhiều bản 

sao pfpm2 vào ngày đầu tiên, bất kể địa điểm lấy mẫu. Ngoài ra, một mô hình 

hồi quy tuyến tính chỉ ra rằng hiệu quả lâm sàng của DHA-PPQ vào ngày 42 

giảm xuống dưới 90% khi tỉ lệ ký sinh trùng có nhiều bản sao pfpm2 trên nền 

đột biến pfK13 vượt quá 22%. Nói cách khác, nghiên cứu này cho thấy rằng 

sự gia tăng số lượng bản sao của gen pfpm2 có liên quan chặt chẽ đến việc 

giảm hiệu quả điều trị DHA-PPQ và tăng nguy cơ tái phát ký sinh trùng [15]. 
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1.4.3. Tình hình ký sinh trùng P. falciparum kháng thuốc sốt rét 

 Trước khi artemisinin được sử dụng rộng rãi, khu vực GMS đã chứng 

kiến sự kháng thuốc của P. falciparum đối với các loại thuốc điều trị sốt rét 

truyền thống như chloroquine và SP [79].  

Vào năm 2008, kháng artemisinin hay sự chậm thanh thải ký sinh trùng 

sốt rét lần đầu tiên được báo cáo tại Tây Campuchia [80]. Hiện tượng chậm 

thanh thải được đặc trưng bởi thời gian thanh thải ký sinh trùng kéo dài sau 

khi điều trị bằng artemisinin hoặc phác đồ ACT [45]. Thông thường, các ca 

nhiễm không chậm thanh thải ½ ký sinh trùng sốt rét sẽ giảm mạnh mức độ 

ký sinh trùng trong vòng khoảng 3 giờ sau khi điều trị bằng ACT, trong khi 

các ca nhiễm có sự chậm thanh thải ½ ký sinh trùng sốt rét cần nhiều thời 

gian hơn (≥ 5-6 giờ) để đạt được mức độ tương tự [81]. Mặc dù ca kháng 

artemisinin lâm sàng đến năm 2008 mới được báo cáo thì dữ liệu phân tử cho 

thấy khả năng kháng artemisinin đã xuất hiện miền Tây Campuchia đã xuất 

hiện từ những năm 2001 - 2002 với khoảng 70% ký sinh trùng đã mang đột 

biến pfK13, trong đó hơn 40% có đột biến C580Y [45, 78, 79, 80, 81, 82, 83]. 

  Đến năm 2009, Dondorp và cộng sự công bố nghiên cứu cho thấy mức 

độ kháng artemisinin đang gia tăng ở Tây Campuchia, với tỉ lệ thất bại điều trị 

cao hơn đáng kể, lên đến 20-40% [78]. Cùng với đó, kháng artemisinin lan 

sang khu vực cận miền Tây Campuchia, trong giai đoạn từ 2011 đến 2013, tỉ 

lệ đột biến pfK13 ở các khu vực lân cận miền tây Campuchia vẫn còn thấp, 

nhưng đến năm 2013, 63% mẫu từ Chey Saen, Đông Bắc Campuchia, đã 

mang đột biến này. Sự xuất hiện và lan rộng của hiện tượng kháng artemisinin 

đã dẫn đến sự giảm hiệu quả của nhiều liệu pháp ACT [82, 83]. Trong giai 

đoạn từ năm 2010 đến 2011, kháng artemisinin bắt đầu lan sang các khu vực 

khác của Đông Nam Á, bao gồm biên giới Thái Lan - Myanmar và miền Nam 

Việt Nam [82]. 

 Tại Việt Nam, tình hình kháng artemisinin đã diễn biến phức tạp qua 

các giai đoạn khác nhau. Vào năm 2009, WHO báo cáo hiện tượng chậm 

thanh thanh thải ký sinh trúng sốt rét lần đầu tiên tại Việt Nam, với khoảng 

10% mẫu từ Bình Phước mang đột biến pfK13 [83, 84]. Đến năm 2010 - 

2011, tỉ lệ đột biến pfK13 ở Bình Phước đã tăng lên hơn 20%, cho thấy sự gia 

tăng của kháng thuốc. Trong giai đoạn 2012 -  2013, hơn 80% mẫu từ huyện 

Nam Trà My, Quảng Nam, mang đột biến pfK13, chỉ ra rằng đột biến này đã 
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lan rộng từ miền nam lên miền trung. Đến năm 2014 - 2015, tại Gia Lai, phía 

nam Nam Trà My, đột biến pfK13 tiếp tục được xác định, cho thấy sự lan 

rộng liên tục của kháng thuốc. Tỉ lệ thất bại điều trị với DHA-PPQ tại Bình 

Phước vượt quá 10% vào năm 2015, dẫn đến việc giới thiệu lại AS-MQ như 

liệu pháp điều trị thay thế [83]. 

Mặc dù chưa có bằng chứng nào cho thấy kháng artemisinin do đột 

biến pfK13 đã lan rộng ngoài GMS. Tuy nhiên, vấn đề đáng lo ngại gần đây là 

P. falciparum mang một dấu hiệu kháng artemisinin, pfK13 R561H, đã xuất 

hiện và lan rộng ở Rwanda [85]. Dòng ký sinh trùng kháng artemisinin ở 

Rwanda biểu hiện kiểu hình của kháng artemisinin, tức là thanh thải ký sinh 

trùng chậm kèm theo tăng tỉ lệ sống sót sau khi tiếp xúc in vitro với DHA, 

nhưng may mắn là chưa ảnh hưởng đến hiệu quả của AL, liệu pháp đầu tiên 

trong điều trị sốt rét ở Rwanda [85]. Thêm vào đó nghiên cứu cũng cho rằng 

kháng artemisinin tại khu vực này có nguồn gốc độc lập với kháng thuốc tại 

Châu Á [85]. 

Kháng thuốc đối tác của ACT có thể đã xuất hiện ở Đông Nam Á, và 

DHA –PPQ là một ví dụ [83]. Điều này gây ra sự thanh thải ký sinh trùng 

chậm. Hơn nữa, artemisinin có khả năng diệt thể vô tính rất tốt ở giai đoạn 

đầu và cuối vòng đời của ký sinh trùng, khiến cho các ký sinh trùng nhạy cảm 

ít dễ lây lan hơn và có thể cũng giảm khả năng sinh giao bào [83]. Ngược lại, 

những ký sinh trùng kháng artemisinin lại ít bị ảnh hưởng hơn và thậm chí có 

thể thúc đẩy sự hình thành giao bào, làm tăng sự lây truyền của các ký sinh 

trùng kháng thuốc khi ACT bắt đầu thất bại trong điều trị. Những yếu tố này 

tạo ra một lợi thế chọn lọc cho kháng artemisinin và đặc biệt là kháng đa 

thuốc, mở rộng sự phổ biến của chúng trong quần thể ký sinh trùng, đặc biệt 

là ở những khu vực có tỉ lệ lây truyền sốt rét thấp [83].  

Kháng PPQ đã được báo cáo ở Campuchia và các nước lân cận [17]. Sự 

kháng thuốc này liên quan đến sự tăng số lượng bản sao của gen pfpm2, dẫn 

đến hiệu quả điều trị giảm PPQ [5]. Vào năm 2015, tất cả 8 nghiên cứu được 

thực hiện tại Campuchia cho thấy tỉ lệ tăng bản sao của gen pfpm2 vượt quá 

50%, điều này chỉ ra rằng tình trạng kháng PPQ ở Campuchia rất nghiêm 

trọng trong thời gian này [17]. Tuy nhiên, vào các năm 2018 và 2019, không 

có nghiên cứu nào báo cáo tỉ lệ này vượt quá 50%, sự thay đổi này có thể liên 
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quan đến việc thay đổi chính sách điều trị từ sử dụng DHA-PPQ sang AS-MQ 

từ năm 2014 [86, 87]. 

Đa kháng thuốc là một vấn đề phức tạp và khiến cho hiệu lực điều trị 

sốt rét giảm nghiêm trọng hơn [5, 83]. Ở những khu vực có P. falciparum 

kháng cả artemisinin và thuốc phối hợp trong liệu pháp ACT, tỉ lệ tái phát sẽ 

rất cao, như đã quan sát ở Campuchia và Việt Nam sau điều trị bằng DHA-

PPQ. Sự kết hợp giữa đột biến pfK13 C580Y và sự nhân đôi pfpm2/3 đã tạo 

ra một dòng ký sinh trùng đa kháng thuốc mạnh mẽ, gọi là "C580Y-co-

lineage" [83] hoặc ―KEL1/PLA1‖ [87]. Chủng ký sinh trùng này đã lan truyền 

từ Campuchia sang các nước láng giềng như Việt Nam và Thái Lan, điều này 

gây ra sự lây lan nhanh chóng sự đa kháng thuốc trên khắp Campuchia về 

phía Tây Việt Nam, làm suy giảm hiệu quả điều trị của DHA-PPQ tại các 

quốc gia này [5, 83, 87]. 

Tóm lại, tình trạng kháng thuốc và đa kháng thuốc của ký sinh trùng sốt 

rét P. falciparum tại khu vực GMS nói chung và Việt Nam nói riêng, đang trở 

nên ngày càng phức tạp, ảnh hưởng nghiêm trọng đến kết quả điều trị và công 

tác phòng chống sốt rét. Ngoài kháng artemisinin, hiện tượng kháng thuốc 

phối hợp điều trị như PPQ đã được ghi nhận, làm giảm hiệu lực các phương 

pháp điều trị hiện tại. Tình trạng này không chỉ gây khó khăn cho việc điều trị 

mà còn đe dọa đến thành tựu đã đạt được trong kiểm soát và phòng chống sốt 

rét. 
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Chƣơng 2. ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
 

2.1. Nghiên cứu sự biến đổi di truyền và tần số đột biến của một số gen 

kháng thuốc ở ký sinh trùng sốt rét P. falciparum 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu, thời gian, địa điểm 

 Mẫu máu khô trên giấy thấm Whatman từ 421 bệnh nhân sốt rét không 

biến chứng do nhiễm đơn thuần với P. falciparum bằng xét nghiệm lam máu 

nhuộm Giemsa [30], được thu thập được trong giai đoạn từ tháng 8 năm 2018 

đến tháng 5 năm 2019 tại 4 tỉnh Đắk Nông, Gia Lai, Đắk Lắk, Bình Phước, 

thỏa mãn các tiêu chuẩn dưới đây: 

* Tiêu chuẩn lựa chọn 

- Nhiễm đơn thuần P. falciparum; 

- Không phân biệt tuổi tác, giới tính; 

- Bệnh nhân, người giám hộ hợp pháp cha mẹ chấp thuận tham gia 

nghiên cứu. 

* Tiêu chuẩn loại trừ: 

- Nhiễm phối hợp hoặc đơn loài không phải P. falciparum; 

- Không đồng ý tham gia nghiên cứu. 

* Địa điểm, thời gian nghiên cứu: 

- Địa điểm: Viện Nghiên cứu Y dược học, Học Viện Quân y. 

- Thời gian nghiên cứu từ tháng 8 năm 2018 đến tháng 3 năm 2023. 

2.1.2. Hoá chất, trang thiết bị, dụng cụ 

2.1.2.1. Hoá chất 

Bộ kít tách chiết DNA tổng số GeneJET Whole Blood Genomic DNA 

Purification (Thermo Fisher Scientific, Mỹ); Hoá chất cần thiết cho phản ứng 

nhân gen bao gồm: Gotaq
®
 mastermix (Promega, Mỹ); QuantiTect Probe 

PCR Master Mix (Qiagen, CHLB Đức); Đệm 10X (Fermentas, Mỹ); Nước 

khử ion (Thermo Scientific, Mỹ); Agarose (Thermo ScientificTM, Mỹ); Hóa 

chất pha đệm chạy điện di DNA (TAE): Tris base (Merck, CHLB Đức); 

Acetic acid (Merck, CHLB Đức); EDTA (Merck, CHLB Đức); DNA chuẩn 

100bp, 1kb (Thermo Scientific, Mỹ); Bộ kít tinh sạch sản phẩm PCR 

GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Mỹ); Ethanol 70%. 
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2.1.2.2. Thiết bị  

 Máy Luân nhiệt (Eppendorf AG, CHLB Đức); Máy real-time PCR 

(Qiagen, CHLB Đức); Máy lắc ổn nhiệt (Thermomixer, Mỹ); Máy ly tâm nhanh 

(Wealtech E- Catrifuge, Mỹ); Máy lắc (IKA® vortex genius 3 Rotamixer, 

CHLB Đức); Lò vi sóng (Sharp, Nhật Bản), Cân kĩ thuật (Metller Toledo, Thụy 

Sỹ); Tủ lạnh âm 20°C, âm 80°C (Sanyo, Nhật Bản); Pipet các loại (Eppendorf 

Research Plus, CHLB Đức); Máy ly tâm, Máy quang phổ Biospectrometer và 

Máy điện di (Bio-Rad, Mỹ), Kính hiển vi quang học (Zeiss, CHLB Đức). 

2.1.2.3. Dụng cụ 

 Lam kính, giấy Whatman, ống chứa máu EDTA-K2 (Việt Nam); Ống 

Eppendorf đựng mẫu thể tích 1,5 ml (Corning, Mỹ); ống Eppendorf 0,2 ml 

(QSP); Đầu côn các loại (Eppendorf, CHLB Đức). 

2.1.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.1.3.1. Thiết kế nghiên cứu 

Nghiên cứu mô tả kết quả thực nghiệm trong phòng thí nghiệm. 

2.1.3.2. Cỡ mẫu và phương pháp chọn mẫu 

- Cỡ mẫu: cỡ mẫu tối thiểu được tính theo công thức xác định một tỉ lệ 

xuất hiện đột biến các gen kháng thuốc:  

n=      
    

   
 

Trong đó: 

- n: là cỡ mẫu tối thiểu cần điều tra để phát hiện đột biến 

- Sai lầm loại I với α=0,05. 

- ε: Độ chính xác tương đối, nhóm nghiên cứu lựa chọn ε=0,1 

- p: Tỉ lệ xuất hiện các đột biến gen trong quần thể 

+ Tham khảo tỉ lệ xuất hiện đột biến C580Y của gen pfK13 tại khu Việt 

Nam giai đoạn 2015-2016 là 79,1% [88]. Kết quả thay vào công thức ta có cỡ 

mẫu tối thiểu là n = 102 mẫu bệnh nhân. 

+ Tỉ lệ xuất hiện đột biến gen pfEXO tham khảo từ kết quả nghiên cứu 

của tác giả Huỳnh Hồng Quang và cộng sự là 55,6% [89]. Kết quả thay vào 

công thức ta có cỡ mẫu tối thiểu là n = 307 mẫu bệnh nhân. 

+ Tỉ lệ xuất hiện đột biến gen pfpm2 tham khảo từ kết quả nghiên cứu 

của tác giả D. Leroya và cộng sự là 54,1% [90]. Kết quả thay vào công thức ta 

có cỡ mẫu tối thiểu là n = 326 mẫu bệnh nhân. 
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Như vậy cỡ mẫu tối thiểu để nghiên cứu biến đổi di truyền và tần số đột 

biến trên 3 gen ứng viên là 326 mẫu, dự trù 10% mất thông tin thì nghiên cứu 

này cần 356 mẫu. Kết quả nghiên cứu của tôi đã thu thập được 421 bệnh nhân 

sốt rét không biến chứng do P. falciparum đủ tiêu chuẩn tham gia nghiên cứu 

phục vụ khảo sát tần số đột biến trên các gen kháng thuốc 

- Phƣơng pháp chọn mẫu: Mẫu được thu thập không ngẫu nhiên từ 

các bệnh nhân sốt rét do P. falciparum đơn thuần tại các địa điểm nghiên cứu. 

2.1.4. Nội dung nghiên cứu và biến số nghiên cứu  

2.1.4.1. Nội dung nghiên cứu 

- Phân tích sự biến đổi di truyền và khảo sát tần số đột biến trên gen 

pfK13  

 + Xác định đột biến trên gen pfK13 

 + Xác định tần suất xuất hiện các đột biến trên gen pfK13 

 + Phân tích một số đặc điểm theo sự xuất hiện đột biến trên gen pfK13 

- Phân tích sự biến đổi di truyền và khảo sát tần số khuếch đại bản sao 

gen pfpm2  

 + Xác định đặc điểm khuếch đại bản sao gen pfpm2 

 + Xác định tần suất xuất hiện khuếch đại bản sao gen pfpm2 

 + Phân tích một số đặc điểm theo sự xuất hiện đột biến trên gen pfpm2 

- Phân tích tính đa hình điểm đột biến E415G trên gen pfEXO  

 + Xác định đột biến E415G trên gen pfEXO 

 + Xác định tần suất xuất hiện đột biến E415G trên gen pfEXO 

 + Phân tích một số đặc điểm theo sự xuất hiện đột biến E415G trên gen 

pfEXO 

2.1.4.2. Chỉ tiêu, biến số nghiên cứu biến đổi di truyền và tần số đột biến gen 

ứng viên 

Bảng 2.1. Chỉ tiêu, biến số nghiên cứu mục tiêu 1 

TT Biến số Định nghĩa, cách xác định Phân loại 

 biến số 

Đặc điểm chung và triệu chứng lâm sàng 

1 Tuổi (năm) Là thời gian tính từ khi đối tượng được sinh ra cho tới 

thời điểm bệnh nhân tham gia nghiên cứu, tính theo năm 

dương lịch. 

Định lượng 

2 Giới tính Nam giới và nữ giới Nhị phân 
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TT Biến số Định nghĩa, cách xác định Phân loại 

 biến số 

3 Địa điểm 

nghiên cứu 

Địa điểm bệnh nhân sinh sống và làm việc ngay 

trước thời điểm được chẩn đoán sốt rét chưa biến 

chứng 

Định danh 

4 Triệu 

chứng sốt 

Nhiệt độ cơ thể được đo bằng nhiệt kế thủy ngân, vị 

trí đo tại hõm nách. Đánh giá và phân loại mức độ 

sốt theo Balli và cộng sự  [91]:  

+ Nhiệt độ bình thường: 36°C -  37,4°C 

+ Sốt nhẹ: 37,5°C - 38°C 

+ Sốt vừa: 38,1°C - 39°C 

+ Sốt cao: 39,1°C - 41°C 

+ Sốt rất cao: > 41°C 

Phân hạng 

thứ bậc 

5  Mật độ ký 

sinh trùng 

sốt rét 

Mật độ ký sinh trùng là số lượng ký sinh trùng /µl 

máu. 

Định lượng 

Đặc điểm biến đổi di truyền 

1 Đột biến 

gen pfK13 

Phân loại: 

Kiểu gen đột biến: Ký sinh trùng sốt rét mang đột 

biến trên gen pfK13. 

 Kiểu gen dại: được định nghĩa là ký sinh trùng sốt 

rét không mang đột biến trên gen pfK13 

Định tính 

2 Sự thay đổi 

số lượng 

bản sao trên 

gen pfpm2 

Số lượng bản sao được tính thông qua giá trị Ct của 2 

gen (pfpm2, β-tubulin) của chủng chuẩn và mẫu bệnh 

phẩm để xác định số lượng bản sao pfpm2. 

Phân loại : 

Kết quả giá trị ≥ 1,5 làm tròn lên 2, được xác định là 

ký sinh trùng mang nhiều bản sao gen pfpm2. 

Giá trị <1,5 làm tròn xuống 1, được xác định là ký 

sinh trùng mang 1 bản sao gen pfpm2. 

Định tính 

3 Tính đa 

hình điểm 

đột biến 

E415G trên 

gen pfEXO  

Phân loại: 

Kiểu gen đột biến: Ký sinh trùng sốt rét mang đột 

biến E415G trên gen pfEXO. 

 Kiểu gen dại: được định nghĩa là ký sinh trùng sốt 

rét không mang đột biến E415G trên gen pfEXO. 

Định tính 
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2.1.5. Kỹ thuật sử dụng trong nghiên cứu 

2.1.5.1. Kỹ thuật xác định ký sinh trùng sốt rét P. falciparum bằng lam máu 

soi kính hiển vi 

 Kỹ thuật phát hiện và xác định chính xác ký sinh trùng sốt rét P. 

falciparum được thực hiện bằng phương pháp soi kính hiển vi trên tiêu bản 

máu nhuộm Giemsa, tuân thủ theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế Thế giới 

(WHO, 2016) [30]. Quy trình chi tiết của kỹ thuật này được trình bày trong 

Phụ lục 3 Luận án. 

2.1.5.2. Kỹ thuật đếm mật độ ký sinh trùng sốt rét. 

 Kỹ thuật đếm mật độ ký sinh trùng sốt rét được thực hiện theo hướng 

dẫn của WHO (2016) [92]. Quy trình thực hiện chi tiết của kỹ thuật được 

trình bày trong Phụ lục 4 Luận án. 

2.1.5.3. Kỹ thuật lấy máu bệnh nhân vào giấy thấm Whatman 3MM 

 Mẫu máu thu thập từ các bệnh nhân mắc sốt rét đơn nhiễm với ký sinh 

trùng P. falciparum sẽ được bảo quản trên giấy thấm Whatman. Quy trình thu 

thập và bảo quản mẫu được thực hiện theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế Thế 

giới (WHO, 2016) và được mô tả chi tiết trong Phụ lục 5 luận án. 

2.1.5.4. Tách chiết DNA tổng số 

DNA tổng số được tách từ mẫu máu trên giấy lọc Whaman của bệnh 

nhân tham gia nghiên cứu bằng bộ kit GeneJET Whole (Thermofisher, Mỹ). 

Quy trình tác chiết theo hướng dẫn chi tiết của của nhà sản xuất. Sản phẩm 

DNA sau tách chiết sẽ được bảo quản ở -20
o
C cho đến khi được sử dụng cho 

phản ứng nhân gen. 

2.1.5.5. Định lượng và đánh giá độ sạch của DNA bằng quang phổ kế 

Kiểm tra nồng độ và đánh giá chất lượng được DNA tổng số thực hiện 

trên máy NanoDrop 2000 (Thermofisher, Mỹ) theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất. Chất lượng DNA được đánh giá dựa trên hai tỉ số A260/A280 và 

A260/A230. Khi hai tỉ số nằm lần lượt trong khoảng từ 1,8-2 và 1,8-2,2 thì 

DNA được coi là đảm bảo độ sạch. Sản phẩm DNA tổng số sau khi kiểm tra 

nồng độ và độ tinh sạch sẽ được bảo quản ở -20
o
C cho đến khi được sử dụng 

cho phản ứng nhân gen. 
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2.1.5.6. Xác định đột biến trên gen pfK13 

Trong nghiên cứu này, để tăng độ nhạy của phản ứng khuếch đại gen 

pfK13, kỹ thuật PCR lồng (nested PCR) đã được sử dụng theo mô tả trong 

một nghiên của Ariey và cộng sự [93].  

Bảng 2.2: Trình tự cặp mồi nhân bản gen pfK13 

Tên mồi Trình tự mồi (5’-3’) 

pf13- 1F GGGAATCTGGTGGTAACAGC 

pf13- 1R CGGAGTGACCAAATCTGGGA 

pf13- 2F GCCTTGTTGAAAGAAGCAGA 

pf13- 2R GCCAAGCTGCCATTCATTTG 

Ghi chú: F: Forward - Mồi xuôi; R: Reverse r - Mồi ngược 

Thành phần phản ứng và chu trình nhiệt tối ưu để nhân bản gen pfK13 

được trình bày ở bảng dưới đây: 

Bảng 2.3. Thành phần phản ứng cho phản ứng PCR nhân gen pfK13 

PCR vòng 1 PCR vòng 2 

Thành phần Thể tích (µl) Thành phần Thể tích (µl) 

Mastermix       10 Mastermix          10 

pfK13- 1F (10 µM)       0,5 
pfK13-2F 

(10 µM) 
         0,5 

pfK13- 1R(10 µM)       0,5 
pfK13- 2R 

(10 µM) 
         0,5 

H2O       7 H2O           7 

DNA       2 DNA            2 

Tổng số       20 Tổng số           20 

Chu kỳ nhiệt: 

94
o
C-5 phút, (94

o
C-45 giây, 51

o
C-

45 giây, 72
o
C-1 phút 25 giây giây) 

x25, 72
o
C-5 phút. 

Chu kỳ nhiệt 

95
o
C-5 phút, (94

o
C-45 giây, 50

o
C-

45 giây, 72
o
C-45 giây) x30, 72

o
C-

5 phút. 

Sản phẩm PCR sau khi điện di, kiểm tra kích thước sẽ được tiến hành 

tinh sạch bằng bột kit PCR GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Mỹ).  
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 Sản phẩm DNA sau tinh sạch sẽ được đo nồng độ trước khi giải trình 

tự. Sản phẩm PCR vòng 2 được gửi tới hãng Apical Scientific Sdn, Bhd 

(Malaysia) để tinh sạch và giải trình tự với mồi pfK13-2F. 

Khi có kết quả, sử dụng phần mềm Bioedit V7.2.5 so sánh với trình tự 

gen thu được với trình tự gen pfK13 tham chiếu trên ngân hàng gen 

(NC_004331.3), được phân tích bằng thuật toán Clutal W multiple alignment 

để xác định đột biến. 

2.1.5.7. Xác định số lượng bản sao gen pfpm2 

Trong nghiên cứu này, xác định số lượng bản sao gen pfpm2 ở ký sinh 

trùng sốt rét  thông qua gen tham chiếu  -tubulin, trong đó sử dụng đầu dò 

Taqman để thực hiện phản ứng multiplex real-time PCR nhân đồng thời gen 

pfpm2 và gen tham chiếu  -tubulin. Trình tự mồi và probe tôi có tham khảo 

nghiên cứu của Robert và cs [94], được trình bày tại bảng dưới đây :   

Bảng 2.4. Trình tự mồi và đầu dò phản ứng nhân gen pfpm2 và β-tubulin 

Tên mồi Trình tự mồi (5’-3”) 

pfpm2 F GGA GAT AAC CAA CAA CCA TTT AC 

pfpm2 R GTT GTA CAT TTA ACA CTT GGG A 

pfpm2 -probe FAM-CCC ATA AAT TAG CAG ATC CTG TAT C-BHD 

β-tubulin F TGA TGT GCG CAA GTG ATC C 

β-tubulin R TCC TTT GTG GAC ATT CTT CCT C 

β-tubulin -

probe 

VIC - TAG CAC ATG CCG TTA AAT ATC TTC CAT GTC T – 

BHD 

Ghi chú: F: Forward - Mồi xuôi; R: Reverse - Mồi ngược; Probe: Đầu dò 

- Thực hiện phản ứng real-time PCR nhân gen: Thành phần cho 

phản ứng nhân gen xác định số lượng bản sao gen pfpm2 ở ký sinh trùng sốt 

rét P. falciparum được trình bày ở bảng dưới:  
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Bảng 2.5. Thành phần phản ứng và chu kỳ nhiệt cho phản ứng nhân gen 

pfpm2 và β-tubulin 

Thành phần Nồng độ (µM) Thể tích (µl) 

Master Mix 
 

12,5 

pfpm2 F 0,4 1 

pfpm2 R 0,4 1 

β-tubulin F 0,4 1 

β-tubulin R 0,4 1 

pfpm2 đầu dò 0,1 0,25 

β-tubulin probe 0,1 0,25 

H2O  6 

DNA  2 

 Thể tích  25 

Chu kỳ nhiệt 

Hold 45 chu kỳ 

95
o
 – 15 phút 94

o
 – 15 giây 94

o
 – 15 giây 

 

Sau khi thực hiện phản ứng real-time PCR cho tất cả các mẫu bệnh 

phẩm, giá trị đường ngưỡng của phản ứng được xác định bằng 5% giá trị tín 

hiệu huỳnh quang cao nhất và được điều chỉnh nhằm đảm bảo giá trị đường 

ngưỡng tương đối đồng đều ở tất cả các phản ứng. Xác định được giá trị 

đường ngưỡng, phần mềm của máy real-time PCR cho kết quả giá trị chu kỳ 

ngưỡng (Ct) của các mẫu. Giá trị Ct của tất cả các mẫu được đưa vào excel, 

xử lý bằng công thức Livak        để tính số bản sao của gen pfpm2 [95]. 

Trong đó 

                          

                              

           :hiệu giá trị Ct của gen pfpm2 với gen tham chiếu  -tubulin của 

mẫu bệnh 

           giá trị trung bình của hiệu giá trị Ct của gen pfpm2 với gen tham 

chiếu  -tubulin của mẫu đối chứng 3D7 ở tất cả các lần chạy. 

Kết quả số bản sao của gen pfpm2 được tính theo công thức        với 

giá trị phần nguyên sau khi được làm tròn. 
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2.1.5.8.  Xác định tính đa hình E415G trên gen pfEXO 

Nghiên cứu sử dụng phương pháp tetra-primer ARMS-PCR để xác 

định điểm đa hình E415G. Trước tiên, sử dụng phần mềm primer-blast để 

thiết kế mồi nhân đoạn gen pfEXO của ký sinh trùng sốt rét có chứa điểm đa 

hình E415G, trình tự gen tham chiếu PF3D7_1362500 có trên ngân hàng gen. 

Sơ đồ vị trí các mồi trong phản ứng tetra-ARMS PCR phát hiện điểm đa hình 

E415G được trình bày tại hình dưới đây: 

 

Hình 2.1. Sơ đồ vị trí các mồi trong phản ứng tetra-primer ARMS-PCR 

(Hai mồi màu xanh (mồi ngoài) khuếch đại gen nội chuẩn, mồi màu đỏ 

E415G-Ras-W (mồi trong) khuếch đại allen thường, mồi màu đỏ E415G-Fas-

V (mồi trong) khuếch đại allen đột biến. Dấu “X” minh họa vị trí xảy ra đột 

biến; dấu “*” minh họa mismatch ở nucleotit số 2 tính từ đầu 3’ của mồi). 

Các cặp mồi sau khi được thiết kế sẽ được thử nghiệm trên thực tế để 

kiểm tra độ đặc hiệu. Trình tự mồi thiết kế để phát hiện điểm đa hình E415G 

trên gen pfEXO ở ký sinh trùng sốt rét được trình bày dưới đây: 

Bảng 2.6. Trình tự 4 mồi được sử dụng để phát hiện điểm đa hình E415G 

Tên mồi Trình tự mồi (5’  3’) 

E415G-Fc GGA ATG TGC TTT AAC GAA TGG 

E415G-Fas-V TAT GGT TAT AAC GAT AAA AC
*
G 

E415G-Rc GGT GTT CCT TCC TCT TTT CTT G 

E415G-Ras-W CCC AAT GAT TGT TTA CTT CG
*
T 

(Nucleotit đặc hiệu cho allen ở tận cùng đầu 3’ của mồi (in đậm), nucleotit số 2 ở đầu 3’ 

được thiết kế không bắt cặp được kí hiệu (*). 
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*Thực hiện phản ứng tetra ARMS PCR nhân gen pfEXO:   

Phát hiện điểm đột biến E415G ở ký sinh trùng sốt rét: Thành phần 

phản ứng nhân gen pfEXO như sau: 

Bảng 2.7. Thành phần phản ứng phát hiện E415G trên gen pfEXO ở ký sinh trùng  

Thành phần Thể tích (µl) Nồng độ 

Gotaq Green Mastermix (2X) 5  

Mồi xuôi (5µM) 0,5 0,25 µM 

Mồi ngược (5µM) 0,5 0,25 µM 

H20 3  

ADN (30 ng/µl) 1 3 ng/µl 

Tổng  10  

Chu trình: 95
o
C-5 phút, (95

o
C-45 giây, gradient-45 giây, 72

o
C-35 giây) x40, 

72
o
C-5 phút. 

 

 Sau khi kết thúc phản ứng tetra ARMS - PCR, sản phẩm PCR được điện 

di trên gel agarose 2%, dựa vào số lượng band, kích thước band để các định 

số lượng kiểu gen.  

Kích thước các băng xuất hiện khi điện di sản phẩm phản ứng PCR sẽ 

cho biết kiểu gen của ký sinh trùng trong mẫu phẩm. Ký sinh trùng sốt rét 

mang alen thường (A) có các băng kích thước là 749bp và 316bp. Ký sinh 

trùng sốt rét mang alen đột biến (G) xuất hiện các băng kích thước là 749bp 

và 474bp. 

Để kiểm tra độ chính xác của phương pháp ARMS-PCR, chúng tôi sử 

dụng phương pháp giải trình tự gen pfEXO  làm đối chứng. Tiến hành giải 

trình tự gen pfEXO như sau:  

*Giải trình tự gen pfEXO:  

Sử dụng cặp mồi E415G-Fc (Mồi xuôi: 5’- GGA ATG TGC TTT AAC 

GAA TGG-3’) và E415G-Rc (Mồi ngược: 5’GGT GTT CCT TCC TCT TTT 

CTT G -3’ để nhân gen pfEX0. Thành phần phản ứng và chu trình nhiệt phản 

ứng nhân gen pfEXO như sau: 
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Bảng 2.8. Thành phần phản ứng nhân gen pfEXO 

  Sản phẩm PCR sau khi điện di, kiểm tra kích thước sẽ được tiến hành 

tinh sạch trước khi gửi đi giải trình tự. Sản phẩm PCR được gửi tới hãng 

Apical Scientific Sdn, Bhd (Malaysia) để giải trình tự với mồi E415G-Fc 

(Bảng 2.6).  

Khi có kết quả, các trình tự thu được được ghép nối, chỉnh sửa bằng các 

công cụ tin sinh học như BioEdit. Trình tự thu được cuối cùng được so sánh 

với ngân hàng gen để xác định kiểu gen E415G của ký sinh trùng sốt rét P. 

falciparum và so sánh đối chiếu với phương pháp ARMS-PCR xây dựng.  

2.2. Đánh giá hiệu quả điều trị của DHA – PPQ trong điều trị sốt rét 

không biến chứng do P. falciparum 

2.2.1. Đối tượng, thời gian, địa điểm nghiên cứu 

2.2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

Hồ sơ bệnh án lưu trữ của các bệnh nhân đã tham gia đánh giá hiệu quả 

điều trị phác đồ DHA-PPQ trong điều trị sốt rét không biến chứng do P. 

falciparum theo quy trình thử nghiệm TES (WHO, 2009) trong giai đoạn từ 

tháng 8 năm 2018 đến tháng 5 năm 2019. 

*Tiêu chuẩn lựa chọn hồ sơ bệnh án được lựa chọn bao gồm: 

- Hồ sơ bệnh án của các bệnh nhân được chẩn đoán xác định mắc sốt rét 

không biến chứng do P. falciparum. 

- Các bệnh nhân trong hồ sơ đã được điều trị bằng phác đồ DHA-PPQ 

theo quy trình chuẩn, với đầy đủ thông tin về: 

o Liều dùng, cách dùng và thời gian điều trị. 

Thành phần phản ứng Thể tích (µl) 

Gotaq Green Mastermix (2X) 5 

E415G-Fc (5µM) 0,5 

E415G-Rc (5µM) 0,5 

H20 3 

DNA (30 ng/µl) 1 

Tổng  10 

Chu trình: 95
o
C-5 phút, (95

o
C-45 giây, 54

o
C-45 giây, 72

o
C-35 giây) x40; 72

o
C-

5 phút. 
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o Các phản ứng bất lợi liên quan đến thuốc (nếu có). 

- Hồ sơ bệnh án có đầy đủ dữ liệu cần thiết, bao gồm: 

o Thông tin hành chính: Họ tên, tuổi, giới tính, mã bệnh án, địa chỉ. 

o Thông tin lâm sàng: Triệu chứng ban đầu, chẩn đoán xác định, 

tình trạng diễn biến trong quá trình điều trị. 

o Kết quả các thông số xét nghiệm lâm sàng liên quan (thân nhiệt, 

mật độ ký sinh trùng). 

o Thông tin theo dõi: Dữ liệu tái khám sau điều trị vào các mốc 

thời gian: ngày thứ 3, ngày thứ 7, ngày thứ 14, ngày thứ 28 và 

ngày thứ 42, bao gồm kết quả xét nghiệm ký sinh trùng và tình 

trạng lâm sàng. 

* Tiêu chuẩn loại trừ hồ sơ bệnh án: 

- Hồ sơ bệnh án bị rách, mất trang, mờ hoặc sai lệch thông tin. 

-   Thiếu thông tin quan trọng như chẩn đoán, kết quả xét nghiệm hoặc dữ 

liệu theo dõi. 

- Chẩn đoán không phù hợp: 

o Hồ sơ không ghi nhận sự hiện diện của P. falciparum hoặc có sự 

hiện diện đồng thời của các loài Plasmodium khác. 

o Bệnh nhân bị sốt rét biến chứng hoặc mắc bệnh lý đồng mắc 

nghiêm trọng như suy gan, suy thận, HIV/AIDS. 

- Bệnh nhân không tuân thủ phác đồ điều trị DHA-PPQ hoặc bỏ dở điều trị. 

2.2.1.2. Địa điểm, thời gian nghiên cứu 

- Địa điểm: Viện sốt rét – côn trùng và ký sinh trùng Trung ương,Viện 

nghiên cứu y dược học quân sự, Học viện Quân y. 

- Thời gian: Thời gian nghiên cứu từ tháng 6 năm 2019 đến tháng 3 năm 

2023. 

2.2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.2.1. Thiết kế nghiên cứu 

Nghiên cứu hồi cứu dựa trên phân tích hồ sơ bệnh án của bệnh nhân sốt 

rét không biến chứng do P. falciparum. 

2.2.2.2. Cỡ mẫu đánh giá hiệu quả phác đồ DHA-PPQ 

 Cỡ mẫu lựa chọn hồ sơ bệnh án trong nghiên cứu hồi cứu dựa vào công 

thức tính cỡ mẫu tham chiếu dựa trên bảng xác định cỡ mẫu của nghiên cứu 

của WHO (2009)  
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 Dựa vào tỷ lệ thất bại lâm sàng từ nghiên cứu trước sử dụng thuốc 

DHA-PPQ là dưới 10%, tỷ lệ 10% được chọn để xác định cỡ mẫu cho nghiên 

cứu này. 

Với khoảng tin cậy 95% và độ chính xác tuyệt đối 10% (d), tỷ lệ bệnh 

nhân mất theo dõi hoặc rút khỏi nghiên cứu được ước tính khoảng 10%. 

Khi tỷ lệ p = 0,10 (10%) và d = 15%, số bệnh nhân mất theo dõi hoặc 

rút khỏi nghiên cứu khoảng 15% yêu cầu cỡ mẫu tối thiểu là bệnh nhân (bao 

gồm 49 bệnh nhân chính và 8 bệnh nhân dự phòng). Do đó cỡ mẫu chung cho 

nghiên cứu là 49 +8 =57 bệnh nhân. Nghiên cứu của tôi chọn lựa 63 bệnh án 

bệnh nhân đủ điều kiện cỡ mẫu cho nghiên cứu. 

Bảng 2. 9. Cỡ mẫu ước tính dựa trên tỷ lệ thất bại lâm sàng (p) ở quần thể 

Tỷ lệ thất bại lâm sàng trên quần thể (p) với độ tin cậy 95% 

d 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 

0,05 73 138 196 246 288 323 350 369 380 384 

0,1 18 35 49 61 72 81 87 92 95 96 
 

2.2.3. Nội dung và biến số nghiên cứu đánh giá hiệu quả phác đồ DHA-PPQ 

2.2.3.1. Nội dung nghiên cứu đánh giá hiệu quả phác đồ DHA-PPQ 

- Xác định tỉ lệ ký sinh trùng sốt rét dương tính vào ngày D3 sau điều trị:  

- Xác định tỉ lệ tái phát ký sinh trùng sốt rét; 

- Xác định hiệu quả điều trị sau 42 ngày điều trị: bao gồm xác định tỉ lệ 

ETF;  tỉ lệ LTF, LPF, LCF và tỉ lệ ACPR. 

2.2.3.2. Chỉ tiêu, biến số nghiên cứu 

Bảng 2.10. Chỉ tiêu, biến số nghiên cứu mục tiêu 2 

TT Biến số Định nghĩa, phân loại đánh giá Phân loại 

biến số 

1 Ký sinh trùng 

sốt rét dương 

tính vào ngày 

D3 sau điều trị 

Là  bệnh nhân còn ký sinh trùng trong máu 

sau 3 ngày (72 giờ)  điều trị bằng DHA-PPQ. 

Định tính 

2 Tái phát Đây là tình trạng mà cùng chủng ký sinh trùng 

sốt rét quay lại và gây bệnh sau khi bệnh nhân 

đã được điều trị. Điều này có nghĩa là ký sinh 

trùng không bị loại bỏ hoàn toàn khỏi cơ thể 

sau lần điều trị ban đầu và sau đó chúng phát 

triển lại, gây ra triệu chứng sốt rét. 

Định tính 
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TT Biến số Định nghĩa, phân loại đánh giá Phân loại 

biến số 

3 Tái nhiễm  Là tình trạng bệnh nhân bị nhiễm một chủng 

ký sinh trùng sốt rét khác sau khi đã được điều 

trị và khỏi bệnh trước đó. Điều này có nghĩa là 

bệnh nhân bị nhiễm trùng lại từ môi trường 

bên ngoài với một chủng ký sinh trùng mới 

hoàn toàn khác với chủng trước đó. 

Định tính 

4 ETF ETF (Thất bại điều trị sớm) được xác đinh khi 

có 1 trong các dấu hiệu sau: 

- Dấu hiệu nguy hiểm hoặc sốt rét ác tính vào 

ngày 1,2,3 kèm theo có ký sinh trùng sốt rét 

trong máu. 

- Mật độ ký sinh trùng ngày D2 cao hơn D0 

bất luận thân nhiệt. 

- Còn ký sinh trùng ngày D3 với thân nhiệt ≥ 

37,5
0
C. 

- Mật độ ký sinh trùng ngày D3 ≥ 25% so với 

ngày D0. 

Định tính 

5 LCF LCF (Thất bại lâm sàng muộn) được xác định:  

- Không có dấu hiệu nguy hiểm hoặc sốt rét ác 

tính hoặc thất bại sớm trước đó. 

- Sự có mặt ký sinh trùng vào bất kỳ ngày nào 

từ D7 đến D42 với thân nhiệt ≥ 37,5
0
C. 

Định tính 

7 LPF LPF (Thất bại ký sinh trùng muộn) được xác 

định là sự xuất hiện ký sinh trùng vào bất kỳ 

ngày nào từ D7 đến D42 với nhiệt độ nách < 

37,5
0
C trên các ca trước đó không đủ tiêu chuẩn 

ETF hay LCF. 

Định tính 

7 ACPR  ACPR (đáp ứng lâm sàng và ký sinh trùng 

đầy đủ) được định nghĩa là: không có ký sinh 

trùng trong vòng 42 ngày, bất luận nhiệt độ 

nách và các ca trước đó không hội đủ tiêu 

chuẩn ETF, LCF, LPF. 

- Sử dụng tương đương thuật ngữ: chữa khỏi, 

điều trị thành công, đáp ứng điều trị. 

Định tính 
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2.2.4. Kỹ thuật sử dụng trong nghiên cứu 

2.2.4.1. Kỹ thuật thu thập số liệu 

- Sàng lọc và lựa chọn những hồ sơ đáp ứng tiêu chuẩn lựa chọn và 

không nằm trong tiêu chuẩn loại trừ. 

- Ghi nhận đầy đủ thông tin cần thiết, bao gồm: 

 Thông tin hành chính (ẩn danh hóa sau đó). 

 Chẩn đoán lâm sàng và cận lâm sàng. 

 Quá trình điều trị, sử dụng thuốc. 

 Thông tin theo dõi trước, trong và sau điều trị. 

2.2.4.2. Kỹ thuật mã hóa và ẩn danh số liệu 

- Mã hóa thông tin cá nhân: Thay thế các thông tin nhận dạng như họ tên, 

địa chỉ, bằng mã hóa. 

Ví dụ: mã số bệnh nhân (ID) sẽ được mã hóa như sau: D6.01 = bệnh nhân, 

01= số thứ tự. 

 Dữ liệu mã hóa phải được lưu trữ riêng biệt khỏi dữ liệu gốc. 

- Bảng mã tham chiếu: Tạo bảng tham chiếu để lưu giữ liên kết giữa mã 

hóa và thông tin gốc. Bảng này cần bảo mật và chỉ sử dụng trong 

trường hợp cần thiết. 

2.2.4.3. Kỹ thuật làm sạch và chuẩn hóa số liệu 

- Rà soát dữ liệu: Kiểm tra toàn bộ hồ sơ để đảm bảo tính đầy đủ và 

chính xác: 

o Đảm bảo tất cả các biến số (như tuổi, giới tính, kết quả điều trị) 

được ghi đầy đủ. 

o Loại bỏ các hồ sơ bị mất thông tin quan trọng (không đáp ứng 

tiêu chuẩn nghiên cứu). 

- Chuẩn hóa dữ liệu: Đảm bảo tính nhất quán trong cách ghi chép và định 

dạng dữ liệu: 

o Ví dụ: Tuổi được ghi bằng số nguyên, ngày tháng theo định dạng 

"DD/MM/YYYY". 

o Mã hóa các biến số định tính (ví dụ: Nam = 1, Nữ = 2). 

- Xử lý dữ liệu thiếu: Đối với các biến số bị thiếu giá trị: 

o Liên hệ cơ sở dữ liệu gốc (nếu có thể) để bổ sung thông tin. 
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o Ghi chú rõ biến số thiếu để loại trừ hoặc sử dụng phương pháp 

thống kê thích hợp để xử lý. 

2.2.4.4. Kỹ thuật lưu trữ và quản lý số liệu 

-  Sử dụng phần mềm quản lý dữ liệu 

 Lưu trữ và quản lý dữ liệu hồ sơ bệnh án trong các phần mềm như: 

o Microsoft Excel: Phù hợp cho dữ liệu đơn giản. 

o  R: Sử dụng cho phân tích thống kê và dữ liệu lớn. 

2.2.4.5. Bảo mật dữ liệu 

 Lưu trữ dữ liệu trong các tệp có mật khẩu bảo vệ. 

 Phân quyền truy cập: Chỉ các thành viên trong nhóm nghiên cứu được 

phép truy cập dữ liệu. 

 Lưu trữ tệp mã hóa và tệp dữ liệu phân tích riêng biệt. 

2.3. Phân tích một số yếu tố liên quan tới hiệu quả của 

Dihydroartemisinin - Piperaquine trong điều trị sốt rét không biến chứng 

do P. falciparum 

2.3.1. Đối tượng nghiên cứu 

Hồ sơ bệnh án của 63 bệnh nhân mắc sốt rét không biến chứng do P. 

falciparum được điều trị bằng DHA-PPQ và dữ liệu đột biến gen pfK13, pfpm2, 

pfEXO ở ký sinh trùng sốt rét P. falciparum. 

2.3.2. Thiết kết nghiên cứu 

- Nghiên cứu mô tả có phân tích 

2.3.3. Nội dung nghiên cứu 

-  Mô tả đặc điểm của hiệu quả điều trị DHA-PPQ qua yếu tố gen. 

- Xác định mối liên quan giữa hiệu quả điều trị và các yếu tố này có thể 

bao gồm đặc điểm của bệnh nhân, tình trạng ký sinh trùng, đặc điểm về đột 

biến gen 

- Đặc điểm của bệnh nhân 

+ Tuổi: Khảo sát các yếu tố nhân khẩu học như tuổi tác có ảnh hưởng 

đến hiệu quả điều trị hay không. 

+ Thể trạng bệnh nhân: Đánh giá thể trạng cơ thể bệnh nhân là mức độ 

béo phì hoặc gầy yếu thông qua chỉ số khối cơ thể (BMI) để xác định mối liên 

hệ với hiệu quả điều trị. 

            + Mức độ nhiễm ký sinh trùng: Đo lường mật độ ký sinh trùng trong 

máu trước khi điều trị bệnh nhân để đánh giá hiệu quả với thuốc. 
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- Đột biến gen ký sinh trùng: pfK13, số lượng bản sao gen pfpm2, điểm 

đột biến E415G trên gen pfEXO. 

+ Sử dụng các phương pháp thống kê để xác định mối quan hệ giữa đột 

biến gen và hiệu quả điều trị. 

+ Mô hình dự đoán: Xây dựng các mô hình dự đoán hiệu quả điều trị 

dựa trên dữ liệu gen đột biến, sự thay đổi số lượng bản sao gen pfpm2 và điểm 

đột biến E415G, C580Y với hiệu quả điều trị. 

2.3.4. Biến số, chỉ số nghiên cứu mối liên quan với hiệu quả phác đồ DHA-PPQ 

Bảng 2.11. Các biến số, chỉ số nghiên cứu mục tiêu 3 

TT Biến số Định nghĩa, phân loại đánh giá Phân loại 

biến số 

Biến độc lập  

1 Tuổi (năm) Là thời gian tính từ khi đối tượng được sinh ra 

cho tới thời điểm bệnh nhân tham gia nghiên 

cứu, tính theo năm dương lịch. 

Định lượng 

2 Địa điểm 

nghiên cứu 

Địa điểm bệnh nhân sinh sống và làm việc ngay 

trước thời điểm được chẩn đoán sốt rét chưa 

biến chứng 

Định danh 

3 Mật độ KST  Mật độ ký sinh trùng là số lượng KST /µl máu. Định lượng 

4 BMI (kg/m
2
) BMI = cân nặng (kg) / chiều cao² (m) Định lượng 

5 Đột biến gen 

pfK13 

Phân loại: 

Kiểu gen đột biến: Ký sinh trùng sốt rét mang 

đột biến trên gen pfK13. 

 Kiểu gen dại: được định nghĩa là ký sinh trùng 

sốt rét không mang đột biến trên gen pfK13 

Định tính 

6 Sự thay đổi 

số lượng bản 

sao trên gen 

pfpm2 

Số lượng bản sao được tính thông qua giá trị Ct 

của 2 gen (pfpm2, β-tubulin) của chủng chuẩn 

và mẫu bệnh phẩm để xác định số lượng bản 

sao pfpm2. 

Phân loại : 

Kết quả giá trị ≥ 1,5 làm tròn lên 2, được xác 

định là ký sinh trùng mang nhiều bản sao gen 

pfpm2. 

Giá trị <1,5 làm tròn xuống 1, được xác định là 

ký sinh trùng mang 1 bản sao gen pfpm2. 

Định tính 
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TT Biến số Định nghĩa, phân loại đánh giá Phân loại 

biến số 

7 Tính đa hình 

điểm đột biến 

E415G trên 

gen pfEXO  

Phân loại: 

Kiểu gen đột biến: Ký sinh trùng sốt rét mang 

đột biến E415G trên gen pfEXO. 

Kiểu gen dại: được định nghĩa là ký sinh trùng 

sốt rét không mang đột biến E415G trên gen 

pfEXO. 

Định tính 

8  Kiểu đột biến 

phức 

Sự xuất hiện đồng thời các đột biến trên các 

gen ứng kháng thuốc 

Nhị phân 

Biến phụ thuộc – hiệu quả phác đồ DHA-PPQ 

1 Kết quả điều 

trị 

Phân loại điều trị được tiến hành sau ngày D42. 

Thất bại điều trị (gồm có 3 dạng ETF, LCF, 

LPF), đáp ứng điều trị (ACPR). 

Định tính 

 

2.4. Phân tích và xử lý số liệu 

Các chỉ số, biến số được nhập liệu bằng phần mềm Microsoft office 

excel 2016, phân tích thống kê sử dụng phần mềm R language vs 4.1.0 phiên 

bản dành cho window. Phân tích hiệu lực điều trị sốt rét theo phần mềm in 

vivo phiên bản 7.1 Pascal Ringwald, WHO (2009) [64]. 

- Thống kê mô tả:  

+ Các biến định lượng được trình bày bằng giá trị trung bình và độ lệch 

chuẩn (số liệu tuân theo phân phối chuẩn được kiểm định bằng Shapiro-

Wilk Test, biểu đồ QQ-plot) hoặc trung vị và bách phân vị hoặc giá trị nhỏ 

nhất, lớn nhất  dành cho các biến không tuân theo phân phối chuẩn. Mật độ ký 

sinh trình được biểu diễn dưới dạng trung bình nhân (Geomean) do sự phân 

bố chênh lệch lớn giữa các cá thể. 

+ Các biến định tính: Biến nhị phân, phân loại, thứ bậc được mô tả 

bằng tần số xuất hiện (n) và tỉ lệ (%). 

- Thông kê phân tích: 

+ Các biến định lượng: So sánh trung bình giữa hai nhóm bằng kiểm 

định T – test dành cho các biến tuân thủ phân phối chuẩn, nếu không tuân 

theo quy luật phân phối chuẩn sẽ sử dụng các kiểm định phi tham số 

(Wilcoxon test).  
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+ Các biến định tính: So sánh tỉ lệ giữa hai nhóm sử dụng Chi-square 

test cho so sánh tỉ lệ giữa hai nhóm, trong đó tham số kỳ vọng <5 ít hơn 20%. 

Đối với so sánh tỉ lệ của nhiều nhóm hoặc có >20% tham số kỳ vọng <5 thì sử 

dụng Fisher’s exact test, trong các trường hợp bảng có kích thước lớn hơn 

2×2 thì sử dụng Pearson's Chi-squared test. 

+ Phân tích tỉ lệ tái phát tích lũy sử dụng phân tích sống còn biểu diễn 

bằng đường Kaplan meier, kiểm định logrank test và ước lượng 95%CI. 

+ Phân tích mối liên quan giữa các yếu tố với kết quả điều trị thất bại 

sử dụng mô hình hồi quy logistic đơn biến, đa biến với kiểm định Wald test. 

Xây dựng và lựa chọn mô hình xác định vai trò của các yếu tố liên quan với 

hiệu quả điều trị bằng phương pháp BMA, các tiêu chí lựa chọn mô hình là 

các chỉ số Akaike Information Criterion (AIC) và Bayesian Information 

Criterion (BIC), R
2
, xác suất hậu định, số biến của mô hình. 

2.5. Đạo đức trong nghiên cứu 

Nghiên cứu đã được thông qua hội đồng đạo đức trong nghiên cứu của 

Học viện Quân y theo Số 1690/GCN-HVQY ngày 04 tháng 6 năm 2018. Tất 

cả những người tham gia được thông báo lợi ích, mục đích của nghiên cứu và 

các quy trình được sử dụng trong việc thu thập dữ liệu. Thông tin về tình 

trạng bệnh, thông tin cá nhân của đối tượng nghiên cứu được giữ bí mật và 

chỉ được sử dụng vào mục đích nghiên cứu, không dùng vào bất cứ mục đích 

nào khác. 
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2.6. Sơ đồ nghiên cứu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.2. Sơ đồ nghiên cứu  
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Chƣơng 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Nghiên cứu sự biến đổi di truyền và tần số đột biến của một số gen 

kháng thuốc ở ký sinh trùng sốt rét P. falciparum 

3.1.1. Đặc điểm chung bệnh nhân tham gia nghiên cứu 

Đặc điểm về độ tuổi của các bệnh nhân tham gia nghiên cứu được trình 

bày ở hình dưới đây: 

 

Hình 3.1. Đặc điểm về độ tuổi của các bệnh nhân tham gia nghiên cứu 

(n=421) 

Kết quả cho thấy độ tuổi trung bình của bệnh nhân tham gia nghiên cứu 

là 32,6 ±9,86 tuổi, độ tuổi nhỏ nhất là 14 tuổi, lớn nhất là 60 tuổi. 

 

Hình 3.2. Đặc điểm giới tính của bệnh nhân tham gia nghiên cứu (n=421) 

 

Phân bố giới tính của bệnh nhân tham gia nghiên cứu được trình bày 

trên hình 3.2, kết quả cho thấy phân bố nam giới (n=386) chiếm tỉ lệ 91,7%, 

nữ giới (n=35), chiếm tỉ lệ 8,3%. Như vậy tỉ lệ nam mắc sốt rét cao vượt trội 

so với bệnh nhân nữ. 
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Hình 3.3. Mật độ ký sinh trùng sốt rét ở bệnh nhân tham gia nghiên cứu 

(n=421) 

Mật độ ký sinh trùng sốt rét ở bệnh nhân tham gia nghiên cứu được 

trình bày trên Hình 3.3, kết quả cho thấy mật độ ký sinh trùng sốt rét trung 

bình nhân là 7022 ký sinh trùng /µl máu. Mật độ thấp nhất là 168 ký sinh 

trùng /µl máu, cao nhất là 154 666 ký sinh trùng /µl máu. Đa số bệnh nhân 

có mật độ ký sinh trùng tập trung dưới 19.500 ký sinh trùng /µl máu. 

Bảng 3.1. Phân loại tình trạng sốt ở bệnh nhân tham gia nghiên cứu (n=421) 

Tình trạng sốt Số lƣợng Tỉ lệ % 

Không sốt 6 1,5% 

Sốt nhẹ 94 22,3% 

Sốt vừa 243 57,7% 

Sốt cao 77 18,3% 

Sốt rất cao 1 0,2% 

Tình trạng sốt ở bệnh nhân tham gia nghiên cứu được trình bày trên 

Bảng 3.1, kết quả cho thấy đa số (55,7%) bệnh nhân sốt vừa, 22,3% sốt nhẹ, 

18,3% bệnh nhân sốt cao và 0,2 % bệnh nhân sốt rất cao.  

3.1.2. Sự biến đổi di truyền và tần số đột biến trên gen pfK13 ở ký sinh trùng sốt rét 

Sản phẩm DNA của các mẫu bệnh phẩm thu được sau khi tách chiết sẽ 

được sử dụng cho phản ứng nhân gen. Thực hiện phản ứng PCR lồng để nhân 

gen pfK13, sản phẩm PCR đặc hiệu có kích thước khoảng 800 bp sẽ được 

điện di kiểm tra kích thước và tinh sạch đủ điều kiện trước khi giải trình tự.  
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Hình 3.4. Kết quả điện di sản phẩm sau tinh sạch 

(Giếng 10: Thang DNA chuẩn 100bp; Giếng 1-8: Sản phẩm DNA điện di sau tinh sạch; 

Giếng 9: Chứng âm). 

Mẫu bệnh phẩm sau khi giải trình tự thành công, được so sánh với trình 

tự tham chiếu trên ngân hàng gen bằng công cụ BLAST (Basic local 

alignment search tool) (Hình 3.5). 

 

Hình 3.5. Kết quả so sánh trình tự nucleotide gen pfK13 (mẫu bệnh phẩm mã 

số D6.1) và trình tự gen pfK13 chủng tham chiếu trên ngân hàng gen (Mã số 

MK 103619.1) 
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Hình ảnh 3.5 hiển thị kết quả so sánh trình tự DNA giữa hai mẫu, bao gồm 

"Query" (trình tự đầu vào, trình tự của mẫu bệnh phẩm mã số D6.1) và 

"Subject" (trình tự tham chiếu). Kết quả được trình bày theo định dạng 

BLAST,  

Identities (Tỷ lệ tương đồng): Số lượng nucleotide trùng khớp giữa hai trình 

tự, được biểu thị bằng số lượng cặp trùng khớp tuyệt đối và phần trăm tương 

ứng, kết quả cho thấy mức độ tương đồng cao giữa hai trình tự với tỷ lệ tương 

đồng đạt 100% (804/804 cặp base); Gaps (Khoảng trống): Số lượng và tỷ lệ 

khoảng trống xuất hiện trong quá trình căn chỉnh hai trình tự. Khoảng trống 

xuất hiện khi có một đoạn trình tự không khớp giữa hai mẫu, kết quả so sánh 

2 trình cho thấy 0 khoảng trống (Gaps: 0%); Giá trị kỳ vọng E-value, cho biết 

xác suất tìm thấy mức độ tương đồng này một cách ngẫu nhiên trong cơ sở dữ 

liệu. E-value càng nhỏ (thường là 0 hoặc xấp xỉ 0), sự tương đồng giữa hai 

trình tự càng có ý nghĩa. E-value bằng 0, cho thấy sự tương đồng có ý nghĩa 

cao. Các ký tự “|” biểu thị sự khớp hoàn toàn giữa hai trình tự. 

 Với kết quả hình 3.5 có thể thấy có thể nhận thấy trình tự "Query" và 

"Subject" có mức độ tương đồng rất cao (Identities: 804/804, tức 100%), 

không có khoảng trống (Gaps: 0/804, tức 0%), có thể kết luận quy trình nhân 

gen pfK13 của ký sinh trùng sốt rét đã diễn ra thành công với độ chính xác 

cao. Sản phẩm của quy trình nhân gen pfK13 đạt tiêu chuẩn để sử dụng trong 

các nghiên cứu tiếp theo nhằm xác định các đột biến. 

Sử dụng phần mềm Bioedit V7.2.5 so sánh với trình tự gen thu được 

với trình tự gen pfK13 tham chiếu trên ngân hàng gen (NC_004331.3), được 

phân tích bằng thuật toán Clutal W multiple alignment để xác định điểm đột 

biến. 

Các mẫu gen pfK13 sau tinh sạch được gửi đi giải trình tự với mồi xuôi. 

Sử dụng phần mềm Bioedit v 7.2.5 để hiển thị và xác định trình tự nucleotide 

của các mẫu phân tích, kết quả được thể hiện ở hình dưới. 
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Hình 3.6. Minh hoạ đột biến trên gen pfK13 ở ký sinh trùng sốt rét 

A) Ký sinh trùng sốt rét khôn mang đột biến trên gen pfK13 (Mã số D6.1); B) Ký 

sinh trùng sốt rét mang đột biến trên gen pfK13 (Mã số D6.2) 

(Các nucleotide được gắn màu huỳnh quang, Adenine (A): Màu xanh lá cây;  

Thymine (T): Màu đỏ; Guanine (G): Màu đen; Cytosine (C): Màu xanh nước biển) 

Minh hoạ đột biến thay đổi Nucleotide trên gen pfK13 của ký sinh 

trùng sốt rét. Vị trí Nucleotide thay đổi được đánh dấu mũi tên đỏ trên hình. 

Hình 3.6A là mẫu bệnh phẩm của ký sinh trùng sốt rét không mang đột biến. 

Hình 3.6B là mẫu bệnh phẩm ký sinh trùng sốt rét mang đột biến C580Y trên 

gen pfK13 do sự thay đổi nucleotide G thành A tại vị trí 1740 

A) 

B) 
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Hình 3.7. Hình ảnh kết quả so sánh multiple sequence alignment của vùng 

gen pfK13 từ nhiều mẫu bệnh phẩm ký sinh trùng sốt rét với trình tự tham 

chiếu chuẩn. 

Dòng đầu tiên: Trình tự tham chiếu trên ngân hàng gen (mã số 

NC_004331.3), Dòng tiếp theo là các trình tự mẫu nghiên cứu (Mã số bệnh 

phẩm theo thứ tự từ trên xuống dưới lần lượt là D6.5, D6.60, D6.35, D6.23, 

D6.38, D6.45, D6.57, D6.12, D6.27, D6.55) 

Trình tự chuẩn tại vị trí 1740 là nucleotide G, trong khi mẫu bệnh phẩm ký 

sinh trùng sốt rét mang đột biến có sự thay đổi thành nucleotide A.  

Nghiên cứu của chúng tôi không phát hiện bất kỳ đột biến nào khác 

trên gen pfK13 trên tất cả các đối tượng nghiên cứu. 

Bảng 3. 2. Tỉ lệ đột biến gen pfK13 tại các địa điểm nghiên cứu 

pfK13 

Địa điểm nghiên cứu C580Y Kiểu dại Tổng số P
1
 

Bình Phước 37 (86,0%) 6 (14,0%) 43 (100%) 0,042 

Đắk Lắk 89 (95,7%) 4 (4,3%) 93 (100%) 

Đắk Nông 46 (83,6%) 9 (16,4%) 55 (100%) 

Gia Lai 184 (92,5%) 15 (7,5%) 199 (100%) 

Tổng số 356 (91,3%) 34 (8,7%) 390 (100%) 
1
Pearson's Chi-squared test 

Trong tổng số 421 mẫu bệnh phẩm, chúng tôi giải trình tự thành công 

390 mẫu, trong số các mẫu giải trình tự thành công, tỉ lệ ký sinh trùng sốt rét 

mang đột biến C580Y trên gen pfK13 là 356 mẫu (91,3%), ký sinh trùng sốt 

rét không mang đột biến C580Y là 34 mẫu (8,7%) (Bảng 3.2). Như vậy trong 

nghiên cứu của chúng tôi, ký sinh trùng sốt rét chỉ phát sinh đột biến C580Y 

gen pfK13. 
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Bảng 3.2 trình bày tỉ lệ và tần số đột biến trên gen pfK13 tại bốn tỉnh ở 

Việt Nam. Kết quả cho thấy Đắk Lắk có tỉ lệ đột biến C580Y cao nhất với 

95,7%, trong khi Đắk Nông có tỉ lệ thấp nhất là 83,6%. Tỉ lệ đột biến C580Y 

chung cho cả bốn tỉnh là 91,3% (356/390). 

Bảng 3.3. Đặc điểm dịch tễ của bệnh nhân theo đột biến gen C580Y 

Đặc điểm 
Tổng,  

N = 390 

C580Y 

 n = 356 

Kiểu dại  

n = 34 
p 

Giới tính   0,19
(1) 

Nam (n,%) 357 (91,5%) 328 (92,1%) 29 (85,3%)  

Nữ (n,%) 33 (8,5%) 28 (7,9%) 5 (14,7%)  

Tuổi (năm)    0,45
(2) 

 ̅ ± SD 32,7 ± 9,8 32,9 ± 10,0 31,6 ± 8,1  

Min – Max 14,0- 60,0 14 - 60,0 18,0- 42,0  

(1) Fisher's exact test;
 (2)

 Wilcoxon rank sum test;  ̅: trung bình; SD (standard 

deviation): độ lêch chuẩn; Min: nhỏ nhất; Max: lớn nhất 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ phân bố giới tính và độ tuổi giữa hai 

nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng chứa đột biến gen pfK13 và nhóm kiểu 

dại khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 

Bảng 3. 4. Đặc điểm thân nhiệt và mật độ ký sinh trùng sốt rét của bệnh nhân 

theo đột biến gen C580Y 

Đặc điểm 
Tổng,  

N = 390 
C580Y 
 n = 356 

Kiểu dại  
n = 34 

p 

Mật độ ký sinh trùng sốt rét
 0,84

(2) 

Geomean 4483 4436 5007  

Min– Max 168 - 154 666 168 - 154666 644 – 100 571  

Thân nhiệt (
0
C)  >0,9

(2) 

 ̅ ± SD 38,6 ± 0,6 38,6 ± 0,6 38,6 ± 0,6  

Min– Max 36,0- 40,5 36,0- 40,5 37,6 - 40,0  

Sốt    >0,9
(3) 

Không sốt 6 (1,5%) 6 (1,7%) 0 (0%)  

Sốt nhẹ 91 (23,3%) 83 (23,3%) 8 (23,5%)  

Sốt vừa 227 (58,2%) 207 (58,1%) 20 (58,8%)  

Sốt cao 66 (16,9%) 60 (16,9%) 6 (17,6%)  

Sốt rất cao 6 (1,5%) 6 (1,7%) 0 (0%)  
 (2)

 Wilcoxon rank sum test; 
(3)

Pearson's Chi-squared test 

 ̅: trung bình; SD (standard deviation): độ lêch chuẩn; Geomean: Trung bình 

nhân; Min: nhỏ nhất; Max: lớn nhất 

Kết quả nghiên cứu cho thấy không có sự khác biệt về đặc điểm thân 

nhiệt và mật độ ký sinh trùng sốt rét giữa nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng 
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sốt rét mang đột biến C580Y và nhóm mang gen kiểu dại trên gen pfK13, sự 

khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 

3.1.3. Sự thay đổi số lượng bản sao gen pfpm2 ở ký sinh trùng sốt rét 

Sản phẩm DNA của các mẫu bệnh phẩm thu được sau khi được tách 

chiết sẽ được sử dụng cho phản ứng multiplex real-time PCR. Quy trình nhân 

gen xác định số lượng bản sao gen pfpm2 thực hiện theo mục 2.1.5.5. Phản 

ứng multiplex real-time PCR cùng nhân hai gen pfpm2 và β-tubulin trong 

cùng một ống phản ứng nhưng sử dụng sử dụng 2 đầu dò với 2 reporter (FAM 

và VIC) với kênh màu khác nhau (Kênh xanh lá và Kênh vàng). Đầu dò gắn 

với reporter FAM được thiết kế gắn với gen pfpm2 và đầu dò với reporter 

VIC được thiết kế gắn với gen β-tubulin. Ống phản ứng trong một lần chạy 

bao gồm: chứng âm (nước cất), chủng chuẩn 3D7, mẫu bệnh phẩm, chúng tôi 

chạy phản ứng 2 lần, lấy kết quả Ct trung bình 2 lần chạy để xác định số 

lượng bản sao gen pfpm2. Chủng chuẩn 3D7 được sử dụng trong nghiên cứu 

là chủng được xác định mang một bản sao β-tubulin. Kết quả phản ứng real-

time PCR nhân gen pfpm2 và β-tubulin như sau: 

  

Kênh xanh lá với reporter FAM Kênh vàng với reporter VIC 

 

Hình 3.8. Phản ứng nhân gen pfpm2 và β-tubulin bằng kỹ thuật real-time 

PCR 

(1), (2): Chủng chuẩn 3D7; (3) (4) (5) (6): Mẫu bệnh phẩm 

FAM và VIC: thuốc nhuộm huỳnh quang đánh dấu các đầu dò 

Do 2 gen sử dụng 2 reporter khác nhau kết quả được thể hiện ở trên 2 

kênh màu khác nhau trong đó kênh green cho giá trị Ct của gen pfpm2, kênh 

yellow cho giá trị Ct của gen β-tubulin. Sử dụng giá trị Ct của 2 gen (pfpm2, 
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β-tubulin) của chủng chuẩn và mẫu bệnh phẩm để xác định số lượng bản sao 

pfpm2. Kết quả giá trị ≥ 1,5 làm tròn lên 2, giá trị <1,5 làm tròn xuống 1. 

Kết quả số lượng bản sao pfpm2 của các mẫu nghiên cứu được trình 

bày ở bảng 3.4. 

Bảng 3.5. Tỉ lệ bản sao gen pfpm2 tại các địa điểm nghiên cứu 

pfpm2  

Địa điểm 1 bản sao >1bản sao Tổng số P
1
 

Bình Phước 21 (55,3%) 17 (44,7%) 38 (100%) 0,2 

Đắk Lắk 52 (57,1%) 39 (42,9%) 91 (100%) 

Đắk Nông 9 (47,4%) 10 (52,6%) 19 (100%) 

Gia Lai 92 (44,4%) 115 (55,6%) 207 (100%) 

   Tổng số 174(49,0%) 181(51,0%) 355(100%) 
1
Pearson's Chi-squared test 

Trong tổng số 421 mẫu bệnh phẩm, chúng tôi nhân thành công 355 

mẫu. Trong đó, kết quả khảo sát sự thay đổi số tượng bản sao gen pfpm2 trên 

nhóm đối tượng nghiên cứu được nhân gen thành công như sau: 51% 

(181/355) bệnh nhân có ký sinh trùng sốt rét mang nhiều bản sao pfpm2 

nghiên cứu. Khi xem xét phân bố tại từng địa điểm nghiên cứu, tỉ lệ bệnh 

nhân có ký sinh trùng sốt rét mang nhiều hơn 1 bản sao pfpm2 như sau: Đắk 

Nông (52,6%); Bình Phước (44,7%); Gia Lai (55,6%); Đắk Lắk (42,9%). Tỉ 

lệ ký sinh trùng sốt rét mang nhiều bản sao gen pfpm2 thay đổi đáng kể theo 

địa điểm nghiên cứu. Tuy nhiên, không có sự khác biệt ý nghĩa giữa các địa 

điểm nghiên cứu dựa trên các giá trị thống kê được xác định (p>0,05).  

Bảng 3.6 và Bảng 3.7 dưới đây trình bày về sự liên quan giữa đặc điểm 

lâm sàng và dịch tễ của bệnh nhân theo số bản sao gen pfpm2; kết quả nghiên 

cứu cho thấy không có sự khác biệt về độ tuổi, giới tính, mật độ ký sinh trùng 

cũng như đặc điểm sốt giữa nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng sốt rét có 1 

bản sao và nhóm mang nhiều bản sao gen pfpm2, sự khác biệt không có ý 

nghĩa thống kê với p>0,05. 
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Bảng 3. 6. Đặc điểm dịch tễ của bệnh nhân theo số bản sao gen pfpm2 

Đặc điểm 
Tổng 

 N = 355 

1 bản sao 

n = 174 

>1 bản sao 

n = 181 
P

2
 

Giới tính    0,25
(1) 

Nam (n,%) 330 (93,0%) 159 (91,4%) 171 (94,5%)  

Nữ (n,%) 25 (7,0%) 15 (8,6%) 10 (5,5%)  

Tuổi (năm)    0,55
(2) 

 ̅ ± SD 32,5 ± 9,9 32,1 ± 9,9 32,8 ± 10,0  

Min-Max 14,0- 60,0 14,0- 60,0 14,0- 60,0  
(1)

 Fisher’s exact test;
 (2)

 Wilcoxon rank sum test; 

 ̅: trung bình; SD (standard deviation): độ lêch chuẩn; Min: nhỏ nhất; Max: lớn nhất 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ phân bố giới tính và độ tuổi giữa hai 

nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng chứa đột biến gen pfpm2 và nhóm kiểu 

dại khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 

Bảng 3. 7. Đặc điểm mật độ ký sinh trùng sốt rét và thân nhiệt 

theo số bản sao gen pfpm2 

Đặc điểm 
Tổng 

 N = 355 

1 bản sao 

n = 174 

>1 bản sao 

n = 181 
P

2
 

Mật độ ký sinh trùng sốt rét 0,10
(2) 

Geomean 

Min-Max 

3930 4466 3476  

168- 154 666 173- 104 976 168- 154 666  

Nhiệt độ (
0
C)    0,96

(2) 

 ̅ ± SD 38,6 ± 0,7 38,6 ± 0,6 38,6 ± 0,7  

Min-Max 36,0- 42,0 36,0- 40,5 36,3- 42,0  

Sốt    0,6
(3) 

Không sốt 5 (1,4%) 1 (0,6%) 4 (2,2%)  

Sốt nhẹ 80 (22,5%) 41 (23,6%) 39 (21,5%)  

Sốt vừa 208 (58,6%) 104 (59,8%) 104 (57,5%)  

Sốt cao 61 (17,2%) 28 (16,1%) 33 (18,2%)  

Sốt rất cao 1 (0,3%) 0 (0%) 1 (0,6%)  
 (2)

 Wilcoxon rank sum test; 
(3)

 Pearson’s Chi-squared test 

 ̅: trung bình; SD (standard deviation): độ lêch chuẩn; Min: nhỏ nhất; Max: lớn nhất 
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3.1.4. Tần số đột biến E415G trên gen pfEXO ở ký sinh trùng sốt rét 

Kích thước các băng xuất hiện khi điện di sản phẩm phản ứng PCR sẽ 

cho biết kiểu gen của ký sinh trùng trong mẫu phẩm. Ký sinh trùng sốt rét 

mang alen thường (A) có các băng kích thước là 749bp và 316bp. Ký sinh 

trùng sốt rét mang alen đột biến (G) xuất hiện các băng kích thước là 749bp 

và 474bp. 

 

 

Hình 3.9. Kết quả phát hiện đột biến E415G ở ký sinh trùng sốt rét 

D6.1:  Ký sinh trùng không đột biến 

D6.2: Ký sinh trùng mang đột biến E415G 

Giải trình tự kiểm tra tính chính xác của quy trình xây dựng, kết quả 

được trình bày ở hình dưới: 

 

Hình 3.10. Kết quả giải trình tự khẳng định tính chính xác phản ứng ARMS- PCR  
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Biểu đồ bên trái hiển thị alen thường với nucleotide G tại vị trí 261 (Mẫu 

bệnh phẩm D6.1). Biểu đồ bên phải hiển thị alen đột biến với sự thay đổi 

nucleotide từ G sang A tại cùng vị trí (Mẫu bệnh phẩm D6.2). Mũi tên chỉ vị 

trí nucleotide thay đổi. 

Quy trình phát hiện đột biến E415G trên gen pfEXO bằng kỹ thuật 

ARMS-PCR được tiến hành trên mẫu bệnh phẩm thu thập được. Áp dụng 

phương pháp ARMS-PCR xây dựng được để phát hiện điểm đa hình E415G ở 

ký sinh trùng sốt rét, kết quả phân tích tần suất ký sinh trùng mang đột biến 

E415G được trình bày ở bảng dưới đây:   

Bảng 3. 8. Tỉ lệ đột biến gen pfEXO tại các địa điểm nghiên cứu 

pfEXO  

Địa điểm E415G Kiểu dại Tổng số P
1
 

Bình Phước 27 (84,4%) 5 (15,6%) 32 (100%) 0,014 

Đắk Lắk 79 (85,9%) 13 (14,1%) 92 (100%) 

Đắk Nông 44 (78,6%) 12 (21,4%) 56 (100%) 

Gia Lai 149 (70,0%) 64 (30,0%) 213 (100%) 

Tổng số 299 (76,1%) 94 (23,9%) 393 (100%)  
1
Pearson's Chi-squared test 

Trong tổng số 421 mẫu bệnh phẩm, chúng tôi thực hiện phản ứng 

ARMS-PCR thành công trên 393 mẫu. Kết quả khảo sát tần suất đột biến trên 

mẫu bệnh phẩm được nhân gen thành công như sau: 76,1% (299/393) bệnh 

nhân có ký sinh trùng sốt rét mang đột biến E415G. Tần suất đột biến E415G 

thay đổi ở các địa điểm nghiên cứu, cao nhất ở tỉnh Đắk Lắk (85,9%), tiếp đó 

là tỉnh tỉnh Bình Phước (84,4%) thấp nhất ở tỉnh Gia Lai (70%). Sự khác biệt 

về tần số ký sinh trùng mang đột biến E415G khác biệt theo địa điểm tiến 

hành nghiên cứu (p<0,05). 

Bảng 3. 9. Đặc điểm dịch tễ của bệnh nhân theo gen pfEXO 

Đặc điểm 
Tổng 

N= 393 
E415G 

n= 299 
Kiểu dại 

n= 94 
 p

2
 

Giới tính    0,72
(1) 

Nam (n,%) 359 (91,3%) 274 (91,6%) 85 (90,4%)  

Nữ (n,%) 34 (8,7%) 25 (8,4%) 9 (9,6%)  

Tuổi (năm)    0,63
(2) 

 ̅ ± SD 32,9 ± 9,9 32,8 ± 9,8 33,1 ± 10,5  

Min-Max 14,0- 60,0 14,0- 60,0 15,0- 58,0  
(1) Fisher's exact test;

 (2)
 Wilcoxon rank sum test 

 ̅: trung bình;SD (standard deviation): độ lêch chuẩn; Min: nhỏ nhất; Max: lớn 

nhất. 
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Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ phân bố giới tính và độ tuổi giữa hai 

nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng chứa đột biến gen E415G trên gen 

pfEXO và nhóm kiểu dại khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 

Bảng 3. 10. Đặc điểm thân nhiệt và mật độ ký sinh trùng sốt rét của bệnh nhân 

theo đột biến gen E415G 

Đặc điểm 
Tổng 

N= 393 

E415G 

n= 299 

Kiểu dại 

n= 94 
 p

2
 

Mật độ ký sinh trùng sốt rét <0,001
(2) 

Geomean 4521 5361 2629  

Min-Max 168 – 154 666 168 – 154 666 173 – 104 976  

Nhiệt độ (
0
C)    0,82

(2) 

 ̅ ±SD 38,6 ± 0,7 38,6 ± 0,6 38,6± 0,7  

Min-Max 36,0- 40,5 36,3- 40,5 36,0- 40,5  

Sốt    0,62
(1) 

Không sốt 6 (1,5%) 4 (1,3%) 2 (2,1%)  

Sốt nhẹ 89 (22,6%) 71 (23,7%) 18 (19,1%)  

Sốt vừa 226 (57,5%) 172 (57,5%) 54 (57,4%)  

Sốt cao 72 (18,3%) 52 (17,4%) 20 (21,3%)  

Sốt rất cao 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)  
 (2)

 Wilcoxon rank sum test; 
(3)

Pearson's Chi-squared test 

 ̅: trung bình; SD (standard deviation): độ lêch chuẩn; Geomean: trung bình nhân 

Min: nhỏ nhất; Max: lớn nhất. 

Kết quả phân tích cho thấy nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng có đột 

biến E415G trên gen pfEXO có mật độ ký sinh trùng sốt rét cao hơn so với 

nhóm mang gen kiểu dại, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05. Đặc 

điểm thân nhiệt giữa hai nhóm khác biệt không có ý nghĩa thống kê với 

p>0,05. 

3.1.5. Tần số kiểu gen phức ở ký sinh trùng sốt rét 

Nghiên cứu của chúng tôi khảo sát tỉ lệ bệnh nhân có ký sinh trùng 

mang kiểu gen phức với sự biến đổi di truyền trên hai hoặc ba gen pfK13, 

pfpm2 và pfEXO. 
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Bảng 3. 11. Phân bố kiểu gen C580Y/pfpm2 tại các địa điểm nghiên cứu 

Địa điểm nghiên cứu  

Kiểu gen 

C580Y/pfpm2 

Bình 

Phước 

Đắk 

Lắk 

Đắk 

Nông 
Gia Lai Tổng số P

1
 

Có 13 

(35,1%) 

33 

(39,8%) 

6 

(35,3%) 

98 

(50,8%) 

150  

(45,5%) 

0,13 

Không 24 

(64,9%) 

50 

(60,2%) 

11 

(64,7%) 

95 

(49,2%) 

180 

(54,5%) 

Tổng số 37  

(100%) 

83 

(100%) 

17 

(100%) 

193  

(100%) 

330  

(100%) 
1
Pearson's Chi-squared test 

Trong tổng số 421 mẫu bệnh phẩm, có 330 mẫu nhân thành công cả 

gen pfK13 và pfpm2. Tần số KST mang kiểu gen phức C580Y/pfpm2 được 

tính toán trên số lượng này. Kết quả cho thấy tỉ lệ KST mang kiểu gen 

C580Y/pfpm2 là 45,5% (150/330) trên tổng số mẫu khảo sát. Phân bố cụ thể 

của kiểu gen phức C580Y/pfpm2 tại từng địa điểm nghiên cứu được trình bày 

trong Bảng 3.11. 

Bảng 3. 12. Phân bố kiểu gen C580Y/E415G tại các địa điểm nghiên cứu 

 Địa điểm nghiên cứu   

Kiểu gen 

C580Y/E415G 

Bình 

Phước 

Đắk 

Lắk 

Đắk 

Nông 
Gia Lai 

Tổng 

số 
P

1
 

Có 25 

(80,6%) 

69 

(82,1%) 

35 

(67,3%) 

121 

(60,8%) 

250 

(68,3%) 

0,002 

Không  6 

(19,4%) 

15 

(17,9%) 

17 

(32,7%) 

78 

(39,2%) 

116 

(31,7%) 

Tổng số  
31 

(100%) 

84 

(100%) 

52 

(100%) 

199 

(100%) 

366 

(100%) 
 

1
Pearson's Chi-squared test 

Trong tổng số 421 mẫu bệnh phẩm, có 366 mẫu được nhân thành công 

đồng thời cả gen pfK13 và gen pfEXO. Tần số ký sinh trùng mang kiểu gen 

phức C580Y/E415G được xác định trên số lượng mẫu này. Kết quả cho thấy 

tỷ lệ ký sinh trùng mang kiểu gen phức C580Y/E415G tương đối cao, chiếm 

68,3% (250/366) trên tổng số mẫu khảo sát. 
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Bảng 3. 13. Tỉ lệ kiểu gen E415G/pfpm2 tại các địa điểm nghiên cứu 

 Địa điểm nghiên cứu   

Kiểu gen 

E415G/pfpm2 

Bình 

Phước 

Đắk 

Lắk 

Đắk 

Nông 
Gia Lai Tổng P

1
 

Có  9 

(33,3%) 

36 

(43,4%) 

6 

(37,5) 

74 

(35,9%) 

125 

(37,7%) 

0,7 

Không  18 

(66,7%) 

47 

(56,6%) 

10 

(62,5%) 

132 

(64,1%) 

207 

(62,3) 

Tổng số  
27 

(100%) 

83 

(100%) 

16 

(100%) 

206 

(100%) 

332 

(100%) 
 

1
Pearson's Chi-squared test 

Trong tổng số 421 mẫu bệnh phẩm, có 332 mẫu được nhân thành công 

đồng thời cả gen pfEXO và gen pfpm2. Tần số ký sinh trùng mang kiểu gen 

phức E415G/pfpm2 được xác định trên số lượng mẫu này. Kết quả khảo sát 

cho thấy tỷ lệ ký sinh trùng mang kiểu gen phức E415G/pfpm2 tương đối cao, 

chiếm 37,7% trên tổng số mẫu khảo sát. Không có sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê giữa các địa điểm nghiên cứu về tỷ lệ mang kiểu gen phức 

E415G/pfpm2 (p > 0,05). 

Bảng 3. 14. Đặc điểm phân bố xuất hiện đồng thời các đột biến trên 3 gen ứng 

viên theo địa điểm nghiên cứu 

 Địa điểm nghiên cứu   

 Bình Phước Đắk Lắk Đắk Nông Gia Lai Tổng P
1
 

C580Y/ pfpm2/E415G  

Không xuấtt hiện 17 

(65,4%) 

45 

(60,0%) 

10 

(66,7%) 

134 

(69,4%) 

206 

(66,7%) 

0,5 

Xuất hiện 9 

(34,6%) 

30 

(40,0%) 

5 

(33,3%) 

59 

(30,6%) 

103 

(33,3%) 

Tổng 26 

(100%) 

75 

(100%) 

15 

(100%) 

193 

(100%) 

309 

(100% 

 

1
Pearson's Chi-squared test 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tỉ lệ lưu hành kiểu gen phức với sự xuất 

hiện đồng thời cả ba đột biến tại các địa điểm nghiên cứu là khoảng 33,3%. 

Trong đó tại Đắk Lắk có tỉ lệ cao hơn các tỉnh còn lại một chút với tỉ lệ lên tới 

40%; tuy nhiên sự khác biệt giữa các địa điểm nghiên cứu không có ý nghĩa 

thống kê với p>0,05.  
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3.2. Đánh giá hiệu quả điều trị của Dihydroartemisinin-Piperaquine 

trong điều trị sốt rét không biến chứng do P. falciparum 

3.2.1. Đặc điểm bệnh nhân tham gia đánh giá hiệu quả điều trị sốt rét 

 Tổng số bệnh nhân tham gia nghiên cứu là 63 người (44 bệnh nhân ở 

Bình Phước và 19 bệnh nhân ở Đắk Nông). Bảng 3.12 trình bày đặc điểm về 

tuổi và giới tính của các đối tượng tham gia đánh giá điều trị với DHA-PPQ. 

Bảng 3. 15. Đặc điểm tuổi và giới tính đối tƣợng tham gia điều trị (n=63) 

Đặc điểm Tổng số 

N = 63 

Bình Phƣớc  

n= 44 

Đắk Nông 

n = 19 

p
2
 

Giới tính: n(%)    >0,99
(1) 

Nữ 3 (4,8%) 2 (4,5%) 1 (5,3%)  

Nam 60 (95,2%) 42 (95,5%) 18 (94,7%)  

Tuổi (năm)    0,80
(2) 

      ̅ ±SD 30,7 ± 9,2 30,4 ± 9,1 31,5 ± 9,8  

    (Min-Max) 16 - 53,0 16 - 53,0 19 - 52,0  
(1)

 Fisher’s exact test (
2)

 Wilcoxon rank sum test)  ̅: trung bình; SD (standard 

deviation): độ lêch chuẩn Min: nhỏ nhất; Max: lớn nhất 
 

Đa số đối tượng nghiên cứu là nam giới chiếm 95,2%, sự khác biệt về tỉ 

lệ giới tính ở hai địa điểm nghiên cứu không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 

Kết quả nghiên cứu về độ tuổi cho thấy độ tuổi trung bình của đối tượng tham 

gia điều trị là 30,7 ± 9,2 tuổi. Sự khác biệt phân bố độ tuổi tham gia nghiên 

cứu giữa hai địa điểm nghiên cứu không có ý nghĩa thống kê với p>0,05.  

Bảng 3. 16. Đặc điểm thể trạng đối tƣợng tham gia điều trị 

Đặc điểm Tổng số 
N= 63

1
 

Bình Phƣớc 

n = 44
1
 

Đắk Nông 

n = 19
1
 

p
2
 

BMI (kg/m
2
)    0,031

(2) 

      ̅ ±SD 21,3 ± 1,9 21,7 ± 2,0 20,5 ± 1,4  

    (Min-Max) 17,7-26,1 18,0- 26,1 17,7- 22,5  

Cân nặng (kg)    0,066
(2) 

      ̅ ±SD 59,4 ± 7,2 60,7 ± 7,3 56,5 ± 6,1  

    (Min-Max) 45,0- 80,0 48,0- 80,0 45,0- 66,0  

Chiều cao (cm)    0,32
(2) 

      ̅ ±SD 166,7 ± 5,5 167,1 ± 5,6 165,8 ± 5,5  

    (Min-Max) 152,0- 175,0 152,0- 175,0 154,0- 173,0  
(2)

Wilcoxon rank sum test;  ̅: Trung bình; SD (standard deviation): Độ lệch chuẩn 

Min: nhỏ nhất; Max: lớn nhất 

 Bệnh nhân tham gia điều trị có thể trạng trung bình là 21,3 kg/m
2
. Trong 

đó, tại Đắk Nông bệnh nhân có BMI trung bình là 20,5 ± 1,4 kg/m
2
, tại Bình 



75 

 

  

Phước là 21,7 ± 2 kg/m
2
, sự khác biệt giữa hai địa điểm nghiên cứu có ý nghĩa 

thống kê với p<0,05. 

Bảng 3. 17. Đặc điểm sốt và mật độ ký sinh trùng sốt rét trƣớc điều trị 

Đặc điểm 
Tổng số 

N = 63 

Bình Phƣớc 

n = 44 

Đắk Nông 

n = 19 
p 

Mật độ ký sinh trùng 0,50
 (2) 

Geomean 7022 7405 6210  

 (Min-Max) 560 - 154 666 560 - 95 428 1 000 - 154 666  

Tình trạng sốt 0,17
 (1) 

Sốt nhẹ 14,0 (22,2%) 7,0 (15,9%) 7,0 (36,8%)  

Sốt vừa 36,0 (57,1%) 28,0 (63,6%) 8,0 (42,1%)  

Sốt cao 13 (20,6%) 9 (20,5%) 4 (21,1%)  
(1)

 Fisher's exact test; 
(2) 

Pearson's Chi-squared test 

Geomean: trung bình nhân; Min: nhỏ nhất; Max: lớn nhất 
 

Kết quả nghiên cứu cho thấy đa số bệnh nhân ở mức sốt vừa chiếm 

57,1% và số cao chiếm 20,6%. Không có trường hợp nào không sốt, sự khác 

biệt đặc điểm sốt ở hai địa điểm nghiên cứu không có ý nghĩa thống kê với 

p>0,05. Kết quả phân tích cho thấy mật độ ký sinh trùng dao động rộng với 

trong khoảng từ 560 ký sinh trùng/µl đến 154 666 ký sinh trùng/µl, sự khác 

biệt đặc điểm phân bố mật độ ký sinh trùng giữa hai địa điểm không có ý 

nghĩa thống kê với p>0,05. 

Bảng 3. 18. Đặc điểm biến đổi các gen kháng thuốc của ký sinh trùng sốt rét 

Đặc điểm 
Tổng số 

 n= 63
1
 

Bình Phƣớc 

n = 44
1
 

Đắk Nông 

n= 19
1
 

p
2
 

pfpm2 n(%)    0,57 

>1 bản sao 24 (47,1%) 17 (44,7%) 7 (53,8%)  

1 bản sao 27 (52,9%) 21 (55,3%) 6 (46,2%)  

pfK13 n(%)    0,15 

C580Y 49 (80,3%) 37 (86,0%) 12 (66,7%)  

Kiểu dại 12 (19,7%) 6 (14,0%) 6 (33,3%)  

pfEXO    0,46 

E415G 39 (81,3%) 27 (84,4%) 12 (75,0%)  

Kiểu dại 9 (18,8%) 5 (15,6%) 4 (25,0%)  
1
n (%)        

2
Fisher's exact test 



76 

 

  

3.2.2. Kết quả đánh giá điều trị Dihydroartemisinin-Piperaquine trên bệnh 

nhân sốt rét không biến chứng do P. falciparum 

Bảng 3. 19. Tình trạng sốt của bệnh nhân trong ba ngày đầu tiên sau điều trị 

Ngày 
Tổng số 

n = 63
1
 

Bình Phƣớc 

n = 44
1
 

Đắk Nông 

n= 19
1
 

p 

Ngày 1    >0,42
(3) 

Không sốt 52 (86,7) 36(81,8) 16 (100)  

Sốt nhẹ 6(10,0) 6(13,6) 0(0)  

Sốt vừa 1(1,7) 1(2,3) 0(0)  

Sốt cao 1(1,7) 1(2,3) 0(0)  

Sốt rất cao 0(0) 0(0) 0(0)  

Ngày 2    >0,99
(2) 

Không sốt 60 (100,0%) 44 (100,0%) 16 (100,0%)  

Ngày 3     

Không sốt 60 (100,0%) 44 (100,0%) 16 (100,0%)  
1
n (%) 

2
Fisher's exact test; 

3)
Pearson's Chi-squared test 

 Kết quả theo dõi sự thay đổi nhiệt độ cho thấy đa số bệnh nhân đã 

không còn sốt sau 1 ngày sử dụng thuốc. Tỉ lệ sốt cao và sốt nhẹ giảm dần 

qua các ngày 2 và tới ngày 3 thì 100% bệnh nhân tham gia nghiên cứu cắt sốt. 

Bảng 3. 20. Tỉ lệ dƣơng tính KST sốt rét vào ngày D3 sau điều trị 

Đặc điểm 
Tổng số 

n = 63
1
 

Bình Phƣớc 

n = 44
1
 

Đắk Nông 

n = 19
1
 

p
2 

Ngày 1    0,054 

Âm tính 4 (6,7%) 1 (2,3%) 3 (18,8%)  

Dương tính 56 (93,3%) 43 (97,7%) 13 (81,3%)  

Ngày 2    0,58 

Âm tính 26 (43,3%) 18 (41,9%) 8 (50,0%)  

Dương tính 34 (56,7%) 26 (58,1%) 8 (50,0%)  

Ngày 3    >0,99 

Âm tính 47 (78,3%) 34 (77,3%) 13 (81,3%)  

Dương tính 13 (21,7%) 10 (22,7%) 3 (18,8%)  
1
n (%) 

2
Fisher's exact test 
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 Kết quả theo dõi cho thấy mặc dù mật độ ký sinh trùng giảm nhanh sau 

ngày đầu tiên sử dụng thuốc, nhưng tỉ lệ dương tính với ký sinh trùng còn khá 

cao với tỉ lệ dương tính vào ngày D1 sau điều trị chung chiếm 93,3%. Sự khác 

biệt tỉ lệ giữa các địa điểm nghiên cứu không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 

Kết quả sau 3 ngày điều trị, tỉ lệ dương tính với ký sinh trùng còn 21,7%, 

trong đó tỉ lệ này ở Bình Phước là 22,7%, ở Đắk Nông là 18,8%, sự khác biệt 

tỉ lệ giữa các địa điểm nghiên cứu không có ý nghĩa thống kê với p>0,05.   

Vào các ngày 3, 7, 14, 21, 28, 35 và 42, bệnh nhân được theo dõi và lấy 

mẫu máu để kiểm tra sự hiện diện của ký sinh trùng. Sử dụng kỹ thuật PCR 

để phân biệt tái phát, tái nhiễm. Bảng 3.19 trình bày kết quả phân biệt giữa tái 

phát và tái nhiễm ở các bệnh nhân tại hai địa điểm Bình Phước và Đắk Nông. 

Bảng 3. 21. Kết quả phân biệt tái phát, tái nhiễm ở bệnh nhân 

STT Mã bệnh nhân Địa điểm Ngày tái xuất hiện Tái phát/tái nhiễm 

1 D6.40 Đắk Nông 21 Tái phát 

2 D6.42 Đắk Nông 21 Tái phát 

3 D6.44 Đắk Nông 14 Tái phát 

4 D6.45 Bình Phước 42 Tái phát 

5 D6.46 Bình Phước 35 Tái phát 

6 D6.47 Bình Phước 35 Tái phát 

7 D6.49 Bình Phước 28 Tái phát 

8 D6.53 Bình Phước 35 Tái phát 

9 D6.54 Bình Phƣớc 28 Tái nhiễm 

10 D6.56 Bình Phước 28 Tái phát 

11 D6.59 Bình Phước 42 Tái phát 

12 D6.60 Bình Phƣớc 21 Tái nhiễm 

13 D6.61 Bình Phước 28 Tái phát 

14 D6.63 Bình Phƣớc 28 Tái nhiễm 

15 D6.64 Bình Phước 28 Tái phát 

Qua theo dõi bệnh nhân, phát hiện 15 trường hợp có sự xuất hiện ký 

sinh trùng sốt rét sau điều trị. Sử đụng kỹ thuật PCR phân biệt tái phát, tái 

nhiễm, kết quả cho thấy có 3 trường hợp tái nhiễm chủng khác và 12 trường 

hợp tái phát. 
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Hình 3.11. Tỉ lệ tái phát tích lũy sau điều trị 

A. Đường Kaplan – Meier biểu diễn tình trạng tái phát tích lũy;  

B. Tỉ lệ tái phát chung 

Kết quả cho thấy có 1 trường hợp phát hiện tái phát ở ngày thứ 14, có 3 

trường hợp tái phát tích lũy ngày 21, 7 trường hợp tái phát tích lũy ngày 28, 

10 trường hợp tái phát tích lũy ngày 35 và sau 42 ngày theo dõi có 22,6% tái 

phát (95%CI từ 12,7-36,5%). Sự xuất hiện ca tái phát ký sinh trùng sốt rét từ 

ngày 3 đến ngày 42 tại các địa điểm nghiên cứu được thể bằng hình dưới đây: 

 

Hình 3.12.  Kaplan – Meier biểu diễn tình trạng tái phát tại địa điểm  

nghiên cứu 
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 Như vậy, sau 42 ngày theo dõi, sự tỉ lệ tái phát tích lũy giữa hai địa 

điểm nghiên cứu không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 

Phân loại kết quả điều trị được thực hiện sau 42 ngày theo dõi. Kết quả 

điều trị DHA-PPQ trên bệnh nhân sốt rét không biến chứng do P. falciparum 

được trình bày dưới đây:  

Bảng 3. 22. Kết quả điều trị DHA-PPQ sau 42 ngày theo dõi 

Phân loại điều trị 
Bình Phƣớc Đắk Nông  Tổng số 

  p-Value * 
n, %  n, %      n, % 

Bệnh nhân hoàn thành 

theo dõi 42 ngày 

ETF 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

0,042 

LCF 14 (31,8) 1 (5,3) 15 (23,8) 

LPF 3 (6,8) 3 (15,8) 6 (9,5) 

ACPR 21 (47,7) 11 (57,9) 32 (50,8) 

LOSS/WTH
* 

LOSS 3 (6,8) 4 (21,1) 7 (11,1) 

WTH 3 (6,8) 0 (0) 3 (4,8) 

*
LOSS: Mất theo dõi; WTH: rút khỏi nghiên cứu 

Bảng 3.19 trình bày kết quả điều trị bằng DHA-PPQ sau 42 ngày theo 

dõi tại hai tỉnh Bình Phước và Đắk Nông. Số bệnh nhân mất theo dõi hoặc rút 

khỏi nghiên cứu (LOSS/WTH), Bình Phước có 6,8% bệnh nhân mất theo dõi 

và 6,8% bệnh nhân rút khỏi nghiên cứu, trong khi Đắk Nông có 21,1% bệnh 

nhân mất theo dõi và không có bệnh nhân nào rút khỏi nghiên cứu. 

Tỉ lệ bệnh nhân khỏi bệnh sau 42 ngày theo dõi (ACPR) là 47,7% ở 

Bình Phước và 57,9% ở Đắk Nông, với tổng số bệnh nhân khỏi bệnh là 

50,8%. 

Trong số bệnh nhân hoàn thành theo dõi 42 ngày, không có bệnh nhân 

nào thuộc nhóm ETF ở cả hai tỉnh. Tỉ lệ bệnh nhân thất bại điều trị muộn 

(LCF) ở Bình Phước là 31,8%, cao hơn đáng kể so với Đắk Nông là 5,3%. Tỉ 

lệ thất bại điều trị lâm sàng muộn (LPF) cũng có sự khác biệt, với Bình Phước 

chiếm 6,8% và Đắk Nông là 15,8%. Với tỉ lệ thất bại điều trị tổng cộng (gồm 

cả LCF và LPF) ở Bình Phước là 38,6% và ở Đắk Nông là 21,1%, rõ ràng 

rằng cả hai tỉnh đều có tỉ lệ thất bại điều trị vượt mức 10%.  

 Tóm lại kết quả đánh giá hiệu quả điều trị DHA-PPQ với bệnh nhân 

sốt rét không biến chứng do P. falciparum cho thấy: tỉ lệ ký sinh trùng ngày 

D3 cao (>10% ở cả 2 địa điểm nghiên cứu), tỉ lệ tái phát tích luỹ cao. Điều 
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này cho thấy kháng thuốc xuất hiện kèm theo sự suy giảm hiệu lực điều trị sốt 

rét của DHA-PPQ tại Việt Nam. 

3.3.  Phân tích một số yếu tố liên quan tới hiệu quả của DHA – PPQ trong 

điều trị sốt rét không biến chứng do P. falciparum  

3.3.1. Đặc điểm hiệu quả điều trị DHA-PPQ theo yếu tố gen 

3.3.1.1. Đột biến C580Y trên pfK13 

Bảng 3. 23. Tỉ lệ xuất hiện đột biến pfK13 ở nhóm bệnh nhân dƣơng tính KST 

vào ngày D3 sau điều trị 

Đặc điểm đột biến 

pfk13 

Tổng số 

 n= 13
1
 

Bình Phƣớc 

n = 10
1
 

Đắk Nông 

n= 3
1
 

p
2
 

Ký sinh trùng dƣơng tính D3 sau điều trị n(%) 0,99 

Kiểu dại 0(0) 0(0) 0(0)  

C580Y 13(100) 10(100) 3(100)  
1
n (%)        

2
Fisher's exact test 

Bảng 3.23 thể hiện tỉ lệ xuất hiện đột biến gen pfK13 ở nhóm bệnh 

nhân vẫn còn dương tính với ký sinh trùng vào ngày D3 sau khi kết thúc liệu 

trình điều trị. Kết quả cho thấy tỉ lệ bệnh nhân mang đột biến C580Y (đột 

biến xác định kháng artemisinin trên gen pfK13) ở cả Bình Phước và Đắk 

Nông đều là 100% trong số những bệnh nhân còn dương tính KST vào ngày 

D3. Như vậy, theo định nghĩa của WHO, hai địa điểm nghiên cứu đều là khu 

vực xác định kháng artemisinin. 

Bảng 3. 24. Kết quả điều trị theo đột biến C580Y trên gen pfK13 

Đặc điểm 
Tổng số 

n = 51
1
 

C580Y 

n = 41
1
 

Kiểu dại 

 n = 10
1
 

p
2
 

ACPR 30 (58,8%) 20 (48,8%) 10 (100,0%) 0,003 

LCF/LPF 21 (41,2%) 21 (51,2%) 0 (0,0%)  
1
n (%)       

2
Fisher's exact test 

Kết quả nghiên cứu cho thấy nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng sốt 

rét đột biến C580Y trên gen pfK13 có tỉ lệ điều trị thất bại cao hơn (51,2%) so 

với nhóm kiểu dại (0%), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05. 
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3.3.1.2. Số lượng bản sao gen pfpm2 

Bảng 3. 25. Kết quả điều trị theo số lƣợng bản sao gen pfpm2 

Đặc điểm 
Tổng số 

n= 44
1
 

>1 bản sao 

n = 20
1
 

1 bản sao 

n = 24
1
 

 p
2
 

Kết quả điều trị 0,38 

ACPR 23 (52,3%) 9 (45,0%) 14 (58,3%)  

LCF/LPF 21 (47,7%) 11 (55,0%) 10 (41,7%)  
1
n (%)          

2
Fisher's exact test 

 Kết quả nghiên cứu cho thấy nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng >1 

bản sao gen pfpm2 có tỉ lệ điều trị thất bại cao hơn (55,0%) so với nhóm có 1 

bản sao (41,7%), tuy nhiên sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê với 

p>0,05. 

3.3.1.3. Đột biến E415G trên gen pfEXO 

Bảng 3. 26. Kết quả điều trị theo đột biến E415G trên gen pfEXO 

Đặc điểm 
Tổng số 

N = 39
1
 

E415G 

N = 31
1
 

Kiểu dại 

N = 8
1
 

p
2
 

ACPR 24 (61,5%) 18 (58,1%) 6 (75,0%) 
0,45 

LCF/LPF 15 (38,5%) 13 (41,9%) 2 (25,0%) 
1
n (%)         

2
Fisher's exact test 

 Kết quả nghiên cứu cho thấy nhóm bệnh nhân mang đột biến E415G có 

tỉ lệ điều trị thất bại cao hơn (41,9%) so với nhóm kiểu dại (25%), tuy nhiên 

sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 

3.3.1.4. Kiểu gen phức 

Bảng 3. 27. Kết quả điều trị theo đột biến phức C580Y của gen pfK13 và 

E415G trên gen pfEXO 

Kết quả điều trị 
Tổng số 

n = 37
1
 

Không 

n = 11
1
 

C580Y + E415G 

n = 26
1
 

p
2
 

ACPR 22 (59,5%) 9 (81,8%) 13 (50,0%) 
0,14 

LCF/LPF 15 (40,5%) 2 (18,2%) 13 (50,0%) 
1
n (%)     

2
Fisher's exact test 

Kết quả nghiên cứu cho thấy nhóm bệnh nhân mang đột biến phức trên 

2 gen ứng viên là pfK13 và pfEXO có tỉ lệ điều trị thất bại cao hơn (50,0%) so 

với nhóm không (18,2%), tuy nhiên sự khác biệt này không có ý nghĩa thống 

kê với p>0,05. 
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Bảng 3. 28. Kết quả điều trị theo đột biến phức C580Y của gen pfK13 và số 

lƣợng bản sao gen pfpm2 

Kết quả điều trị 
Tổng số 

n = 43
1
 

Không 

 n = 28
1
 

C580Y + >1 bản sao 

n= 15
1
 

 p
2
 

ACPR 22 (51,2%) 18 (64,3%) 4 (26,7%) 
0,019 

LCF/LPF 21 (48,8%) 10 (35,7%) 11 (73,3%) 
1
n (%)       

2
Pearson's Chi-squared test 

 Kết quả nghiên cứu cho thấy nhóm bệnh nhân mang đột biến phức trên 

2 gen ứng viên là pfK13 và pfpm2 có tỉ lệ điều trị thất bại cao hơn (73,3%) so 

với nhóm không (35,7%), sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê với p<0,05. 

Bảng 3. 29. Kết quả điều trị theo đột biến phức tăng số lƣợng bản sao của gen 

pfpm2 và E415G trên gen pfEXO 

Kết quả điều trị 
Tổng số 

n = 32
1
 

Không 

n = 21
1
 

E415G + >1 bản sao 

 n = 11
1
 

 p
2
 

ACPR 17 (53,1%) 14 (66,7%) 3 (27,3%) 
0,034 

LCF/LPF 15 (46,9%) 7 (33,3%) 8 (72,7%) 
1
n (%)      

2
Pearson's Chi-squared test 

Kết quả nghiên cứu cho thấy nhóm bệnh nhân mang đột biến phức trên 

2 gen ứng viên là pfEXO và pfpm2 có tỉ lệ điều trị thất bại cao hơn (72,7%) so 

với nhóm không (3,3%), sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê với p<0,05. 

Bảng 3. 30. Kết quả điều trị theo đột biến phức C580Y của gen pfK13 và 

E415G trên gen pfEXO và tăng số lƣợng bản sao gen pfpm2 

Đặc điểm 
Tổng số 

n = 31
1
 

Không 

n = 20
1
 

C580Y/E415G/pfpm2 

 n = 11
1
 

p
2
 

ACPR 16 (51,6%) 13 (65,0%) 3 (27,3%) 
0,044 

LCF/LPF 15 (48,4%) 7 (35,0%) 8 (72,7%) 
1
n (%)         

2
Pearson's Chi-squared test 

Kết quả nghiên cứu cho thấy nhóm bệnh nhân mang đột biến phức trên 

3 gen ứng viên là pfK13, pfEXO và tăng số lượng bản sao pfpm2 có tỉ lệ điều 

trị thất bại cao hơn (72,7%) so với nhóm không (35,0%), sự khác biệt này có 

ý nghĩa thống kê với p<0,05. 
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3.3.2. Mối liên quan giữa các yếu tố với hiệu quả điều trị 

Bảng 3. 31. Kết quả phân tích mối liên quan giữa các yếu tố với kết quả điều trị 

thất bại  

Yếu tố 

 Kết quả điều trị  

Đáp ứng Thất bại 
OR 

(95%CI) 

p 

Tuổi (năm) 

( ̅ ± SD) 
32,3 ± 9,4 28,8 ± 9,9 

0,96 

(0,90-1,02) 

0,198 

Mật độ ký sinh trùng 

Geomean 

(min-max) 

6920 

(736-100 571) 

5806 

(560-154 666) 

1,00 

(1,00-1,00) 

0,741 

Vị trí 

địa lý 

Bình Phước 21 (55,3) 17 (44,7) - 0,231 

Đắk Nông 
11 (73,3) 4 (26,7) 

0,45 

(0,11-1,58) 

 

BMI (kg/m
2
) 

( ̅ ± SD) 
21,2 ± 1,9 21,2 ± 1,9 

0,98 

(0,73-1,33) 

0,912 

Geomean: trung bình nhân; Min: nhỏ nhất; Max: lớn nhất 

 ̅: trung bình; SD (standard deviation): Độ lệch chuẩn 

Kết quả phân tích mối liên quan giữa các yếu tố đặc điểm nhân trắc và 

đột biến trên các gen ứng viên cho thấy không có yếu tố nào cho thấy có mối 

liên quan với tình trạng điều trị thất bại ký sinh trùng. Sự khác biệt không có 

ý nghĩa thống kê với các khoảng 95%CI đều chứa 1. 

Bảng 3. 32. Kết quả phân tích mối liên quan giữa các đột biến với kết quả điều 

trị thất bại  

Yếu tố 

Kết quả điều trị  

Thất 

bại 

Đáp 

ứng 

Tổng OR 

(95%CI) 

pfpm2 

>1 bản sao 9 11 20 
1,7 

(0,52-5,81) 
1 bản sao 14 10 24 

Tổng 13 22 54 

pfK13 

C450Y 20 21 41 
121431229 

(0.00 - ∞) 
Kiểu dại 10 0 10 

Tổng 30 21 51 

pfEXO 

E415G 18 13 31 
2,17 

(0,42-16,43) 
Kiểu dại 6 2 8 

Tổng 24 15 39 
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Kết quả phân tích mối liên quan giữa các yếu tố đặc điểm đột biến trên 

các gen ứng viên cho thấy không có yếu tố nào cho thấy có mối liên quan với 

tình trạng điều trị thất bại ký sinh trùng. Sự khác biệt không có ý nghĩa thống 

kê với các khoảng 95%CI đều chứa 1. 

 

Hình 3. 13. Mối liên quan giữa đột biến E415 trên pfEXO và pfpm2 với kết quả 

điều trị thất bại hiệu chỉnh bằng đặc điểm chung 

Biểu đồ Forest plot mô tả mối liên quan giữa các yếu tố như tuổi, địa phương 

(Bình Phước, Đắk Nông), BMI và đột biến E415 trên pfEXO và pfpm2 với nguy 

cơ thất bại điều trị. Hình vuông biểu thị giá trị OR (Odds Ratio) ước tính, trong 

khi thanh ngang đại diện cho khoảng tin cậy 95% (95%CI). Nếu thanh ngang 

cắt trục OR = 1, nghĩa là không có sự khác biệt có ý nghĩa về xác suất xảy ra 

kháng thuốc giữa các nhóm có và không có yếu tố liên quan. Trong hình, tất cả 

các thanh ngang đều cắt trục OR = 1, cho thấy các yếu tố này không có mối 

liên quan đáng kể với thất bại điều trị trong mẫu nghiên cứu. 

Kết quả hiệu chỉnh bằng các yếu tố đặc điểm chung bao gồm tuổi, địa 

điểm nghiên cứu, mật độ ký sinh trùng sốt rét, BMI cho thấy nhóm bệnh nhân 

mang ký sinh trùng sốt rét chứa đột biến E415 trên pfEXO và pfpm2 không có 

mối liên quan với tình trạng điều trị thất bại, sự khác biệt không có ý nghĩa 

thống kê với p>0,05. 
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Bảng 3. 33. Kết quả phân tích mối liên quan giữa đột biến gen phức với kết quả 

điều trị thất bại  

Yếu tố 
Kết quả điều trị OR 

(95%CI) Thất bại Đáp ứng Tổng 

pfK13/pfEXO 

Có 13 0 13 
- 

- 
Không 2 9 11 

Tổng 15 9 24 

pfK13/pfpm2 

Có 11 4 15 
4,95 

(1,32-21,88) 
Không 10 18 28 

Tổng 21 22 43 

pfpm2/pfEXO 

Có 8 3 11 
5,33 

(1,15-30,81) 
Không 7 14 21 

Tổng 15 17 24 

pfK13/pfpm2/pfEXO 

Có 8 3 11 
4,95 

(1,06-28,75) 
Không 7 13 20 

Tổng 15 16 31 

Kết quả nghiên cứu cho thấy sự xuất hiện kiểu gen phức pfK13/pfpm2, 

pfpm2/pfEXO và đột biến trên cả 3 gen ứng viên cho thấy có mối liên quan với 

tình trạng điều trị thất bại. Cụ thể nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng sốt rét 

chưa đột biến trên pfK13/pfpm2 có nguy cơ điều trị thất bại cao gấp 4,95 lần so 

với nhóm không, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với 95%CI từ 1,32-21,88.  

Nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng chứa đột biến trên pfpm2/pfEXO 

có nguy cơ điều trị thất bại cao gấp 5,33 lần so với nhóm không, sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với 95%CI từ 1,15-30,81.  

Nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng sốt rét chứa đột biến trên pfK13/ 

pfpm2/pfEXO có nguy cơ điều trị thất bại cao gấp 4,95 lần so với nhóm 

không, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với 95%CI từ 1,06-28,75. 

Vì vai trò của các yếu tố ảnh hưởng không ngang bằng nhau trong ảnh 

hưởng đến kết quả điều trị, vì có yếu tố ảnh hưởng nhiều, yếu tố ảnh hưởng ít 

nên chúng tôi thực hiện phân tích hồi quy logistic nhằm tìm ra yếu tố có vai 

trò ảnh hưởng lớn nhất. 
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Hình 3.14. Mối liên quan giữa đột biến gen phức C580Y trên pfK13 và E415 

trên pfEXO với kết quả điều trị thất bại hiệu chỉnh bằng đặc điểm chung 

Biểu đồ Forest plot mô tả mối liên quan giữa các yếu tố như tuổi, địa phương 

(Bình Phước, Đắk Nông), KST, BMI và đột biến kép trên gen pfK13 và pfEXO 

(C580Y + E415G) với nguy cơ thất bại điều trị. Hình vuông biểu thị giá trị 

OR (Odds Ratio) ước tính, trong khi thanh ngang đại diện cho khoảng tin cậy 

95% (95%CI). Nếu thanh ngang cắt trục OR = 1, nghĩa là không có sự khác 

biệt có ý nghĩa về xác suất xảy ra kháng thuốc giữa các nhóm có và không có 

yếu tố liên quan. Trong hình, tất cả các thanh ngang đều cắt trục OR = 1, cho 

thấy các yếu tố này không có mối liên quan đáng kể với thất bại điều trị trong 

mẫu nghiên cứu. 

 Kết quả hiệu chỉnh bằng các yếu tố đặc điểm chung bao gồm tuổi, địa 

điểm nghiên cứu, mật độ ký sinh trùng sốt rét, BMI cho thấy nhóm bệnh nhân 

mang ký sinh trùng sốt rét chứa đột biến C580Y trên pfK13 và E415 trên 

pfEXO không có mối liên quan với tình trạng điều trị thất bại, sự khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 
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Hình 3.15. Mối liên quan giữa đột biến C580Y trên pfK13 và tăng số lượng 

bản sao pfpm2 với kết quả điều trị thất bại hiệu chỉnh bằng đặc điểm chung 

Hình ảnh biểu diễn một biểu đồ Forest plot so sánh các yếu tố liên quan đến 

đột biến gen pfK13 ở ký sinh trùng sốt rét và khả năng kháng thuốc của 

chúng. Biểu đồ hiển thị các giá trị OR (Odds Ratio), khoảng tin cậy 95% 

(95%CI) và giá trị p cho từng yếu tố; Các yếu tố bao gồm: tuổi, khu vực địa 

lý (Bình Phước và Đắk Nông), KST, BMI, kiểu gen C580Y/pfpm2. 

Kết quả cho thấy: Đột biến C580Y với hơn 1 bản sao gen pfpm2 có OR là 

7,78, khoảng tin cậy 95% (1,74-47, 16) và giá trị p=0.013, chỉ ra rằng yếu tố 

này có ý nghĩa thống kê và có liên quan chặt chẽ đến tính kháng thuốc sốt rét. 

Hình vuông và thanh ngang: Hình vuông đại diện cho giá trị OR ước tính, 

còn thanh ngang là khoảng tin cậy 95%. Nếu thanh ngang cắt qua trục OR = 

1, nghĩa là không có sự khác biệt có ý nghĩa về xác suất xảy ra sự kiện giữa 

hai nhóm (với yếu tố liên quan và không liên quan). 

Kết quả hiệu chỉnh bằng các yếu tố đặc điểm chung bao gồm tuổi, địa 

điểm nghiên cứu, mật độ ký sinh trùng sốt rét, BMI cho thấy nhóm bệnh nhân 

mang ký sinh trùng sốt rét chứa đột biến số lượng bản sao gen pfpm2 và 

C580Y trên pfK13 có mối liên quan với tình trạng điều trị thất bại, cụ thể, sau 

hiệu chỉnh cho thấy OR tăng lên tới 7,78 lần, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

với p<0,05. 
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Hình 3.16. Mối liên quan giữa đột biến E415G trên pfEXO và tăng số lượng 

bản sao pfpm2 với kết quả điều trị thất bại hiệu chỉnh bằng đặc điểm chung 

Biểu đồ Forest plot biểu diễn mối liên quan giữa các yếu tố như tuổi, khu vực 

địa lý (Bình Phước, Đắk Nông), KST (khả năng ký sinh trùng sốt rét), BMI và 

Kiểu gen E415G/pfpm2 với kết quả điều trị bệnh sốt rét. Hình vuông đại diện 

cho giá trị OR (Odds Ratio) ước tính và thanh ngang biểu thị khoảng tin cậy 

95% (95%CI). Nếu thanh ngang cắt trục OR = 1, nghĩa là không có sự khác 

biệt có ý nghĩa về xác suất xảy ra kết quả điều trị giữa các nhóm. 

Kết quả cho thấy đột biến E415G với hơn 1 bản sao có mối liên quan có ý 

nghĩa thống kê đến kết quả điều trị (OR = 8.12, 95%CI: 1.36-75.11, p = 

0.034). Các yếu tố khác như tuổi, khu vực địa lý, KST và BMI đều không có ý 

nghĩa thống kê (p > 0.05), cho thấy chúng không có mối liên quan đáng kể 

đến kết quả điều trị trong mẫu nghiên cứu này. 

Kết quả hiệu chỉnh bằng các yếu tố đặc điểm chung bao gồm tuổi, địa 

điểm nghiên cứu, mật độ ký sinh trùng, BMI cho thấy nhóm bệnh nhân mang 

ký sinh trùng sốt rét chứa đột biến số lượng bản sao gen pfpm2>1 bản sao và 

E415G trên pfEXO có mối liên quan với tình trạng điều trị thất bại, cụ thể, sau 

hiệu chỉnh cho thấy OR tăng lên tới 8,12 lần, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

với p<0,05. 
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Hình 3.17. Mối liên quan giữa biến đổi di truyền trên cả 3 gen với kết quả 

điều trị thất bại hiệu chỉnh bằng đặc điểm chung 

Biểu đồ Forest plot hiển thị mối liên quan giữa các yếu tố như tuổi, khu vực 

địa lý (Bình Phước, Đắk Nông), KST (khả năng ký sinh trùng sốt rét), BMI và 

sự hiện diện của đột biến trên các gen pfK13, pfpm2 và pfEXO với kết quả 

điều trị sốt rét. Hình vuông đại diện cho giá trị OR ước tính, thanh ngang 

biểu thị khoảng tin cậy 95% (95%CI). Nếu thanh ngang cắt trục OR = 1, 

nghĩa là không có sự khác biệt có ý nghĩa về xác suất xảy ra kết quả điều trị 

giữa các nhóm có và không có yếu tố liên quan. 

Kết quả cho thấy đột biến pfK13_pfpm2_pfEXO có mối liên quan có ý nghĩa 

thống kê đến kết quả điều trị (OR = 7.71, 95%CI: 1.30-71.26, p = 0.039), cho 

thấy yếu tố này có thể ảnh hưởng đến kết quả điều trị bệnh sốt rét. Các yếu tố 

còn lại như tuổi, khu vực địa lý, KST và BMI đều không có ý nghĩa thống kê 

(p > 0.05), cho thấy chúng không có mối liên quan đáng kể đến kết quả điều 

trị trong mẫu nghiên cứu này. 

Kết quả hiệu chỉnh bằng các yếu tố đặc điểm chung bao gồm tuổi, địa 

điểm nghiên cứu, mật độ ký sinh trùng sốt rét, BMI cho thấy nhóm bệnh nhân 

mang ký sinh trùng sốt rét chứa 3 đột biến trên gen pfpm2, pfEXO, pfK13 có 

mối liên quan với tình trạng điều trị thất bại, cụ thể, sau hiệu chỉnh cho thấy 

OR tăng lên tới 7,71 lần, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05. 
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Hình 3.18. Vai trò của đột biến trên các gen ứng viên trong mối liên quan với 

điều trị thất bại 

Biểu đồ hiển thị các mô hình (Models) được chọn bởi phân tích BMA 

(Bayesian Model Averaging) để đánh giá sự liên quan của các gen pfK13, 

pfpm2, và pfEXO trong nghiên cứu. Trục ngang (Model #) biểu thị các mô hình 

khác nhau được chọn, trong khi trục dọc liệt kê các gen. Các thanh màu đỏ chỉ 

ra gen tương ứng (pfK13, pfpm2, pfEXO) được chọn trong mô hình cụ thể. 

Kết quả lựa chọn mô hình bằng phương pháp BMA cho thấy xây dựng 

được 7 mô hình từ 3 đột biến trên các gen ứng viên nhằm xác định vai trò và 

mối liên quan tới kết quả điều trị thất bại ký sinh trùng bằng phác đồ kết hợp. 

Từ biểu đồ trên ta thấy đột biến C580Y xuất hiện 82,2% các mô hình, tiếp 

theo là đột biến số lượng bản sao gen pfpm2 xuất hiện trong 39,2% các mô 

hình, còn đột biến E415G xuất hiện trong ít mô hình nhất với chỉ khoảng 

19,2%. 

Bảng 3. 34. Các mô hình tốt nhất xác định hiệu quả điều trị sốt rét với sự tham 

gia các gen ứng viên 

Các yếu tố Mô hình 1 Mô hình 2 Mô hình 3 Mô hình 4 Mô hình 5 

Hệ số chặn 0,00 -0,16 0,48 -0,27 -0,20 

pfK13 (C580Y) 0,58 0,61 - 0,55 0,57 

pfpm2 (>1 bản sao) - 0,27 - - 0,27 

pfEXO(E415G) - - - 0,07 0,09 

Số biến 1 2 0 2 2 

R
2 

0,18 0,253 0 0,183 0,258 

BIC -2,7 -2,17 0,000 0,60 1,06 

Xác suất hậu định 0,392 0,297 0,100 0,074 0,059 
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Bảng 3.34 trình bày kết quả của phân tích trung bình mô hình BMA với 

năm mô hình khác nhau, dựa trên sự hiện diện của các đột biến gen pfK13 

(C580Y), pfpm2 (>1 bản sao) và pfEXO (E415G). Mỗi mô hình được mô tả 

qua các thông số như hệ số chặn, hệ số của từng đột biến, số biến trong mô 

hình, giá trị R
2
, BIC (Bayesian Information Criterion), và xác suất hậu định. 

Hệ số chặn (Intercept) cho biết giá trị trung bình của biến kết quả khi không 

có đột biến nào hiện diện, và hệ số của từng đột biến biểu thị mức độ ảnh 

hưởng của chúng đến kết quả điều trị. Giá trị R
2
 biểu thị khả năng giải thích 

sự biến thiên của biến kết quả bởi các yếu tố trong mô hình. Giá trị BIC, được 

sử dụng để đánh giá mức độ phù hợp của mô hình (càng thấp càng tốt). 

Như vậy, từ 7 mô hình được phân tích, mô hình 1 và mô hình 2 được 

chọn là hai mô hình tốt nhất để dự đoán hiệu quả điều trị và nguy cơ thất bại 

điều trị sốt rét. Mô hình 1 chỉ sử dụng gen pfK13 C580Y với hệ số hồi quy 

0,58, có R² = 0,18, BIC = -2,7 (thấp nhất), và xác suất hậu định 39,2% (cao 

nhất), cho thấy đây là mô hình đơn giản, hiệu quả và dễ triển khai. Nhờ tập 

trung vào pfK13 C580Y, mô hình này phù hợp để giám sát kháng artemisinin 

trên diện rộng, đặc biệt tại các vùng có nguồn lực hạn chế. 

 Mô hình 2, bổ sung thêm gen pfpm2 (>1 bản sao) với hệ số hồi quy 

0,27, có R² = 0,253 (cao hơn mô hình 1), BIC = -2,17, và xác suất hậu định 

29,7%. Mặc dù phức tạp hơn, mô hình này cải thiện độ chính xác dự đoán, 

đặc biệt trong các bối cảnh kháng PPQ xuất hiện cùng kháng artemisinin. Hai 

mô hình này được lựa chọn vì khả năng cân bằng giữa tính hiệu quả, độ chính 

xác, và khả năng áp dụng thực tiễn trong các bối cảnh khác nhau. 

Xác suất điều trị thất bại trong mỗi mô hình có thể được tính dựa trên 

các yếu tố di truyền liên quan như pfK13 C580Y và pfpm2 (>1 bản sao) thông 

qua mô hình logistic. Dưới đây là công thức tính xác suất thất bại điều trị cho 

mỗi mô hình. 

 Mô hình 1: 

Các yếu tố sử dụng: Chỉ gen pfK13 C580Y. 

Hệ số hồi quy của pfK13 C580Y: 0,58. 
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Công thức tính xác suất thất bại điều trị: 

P (thất bại điều trị)=
        

           
 

Trong đó: 

o X1 = 1 nếu đột biến pfK13 C580Y xuất hiện. 

o X1=0 nếu không có đột biến. 

Do đó, nếu pfK13 C580Y có mặt (X1=1) xác suất điều trị thất bại sẽ là 

64,1%.  

Mô hình 2: 

 Các yếu tố sử dụng: Kết hợp gen pfK13 C580Y và pfpm2 (>1 bản sao). 

 Hệ số hồi quy: 

o pfK13 C580Y: 0,61. 

o pfpm2 (>1 bản sao): 0,27. 

 Công thức tính xác suất thất bại điều trị: 

P (thất bại điều trị) = 
                

                   
 

o X1 = 1 nếu đột biến pfK13 C580Y xuất hiện; X1=0 nếu không có 

o X2= 1 nếu có hơn 1 bản sao của pfpm2; X2=0 nếu không có 

Nếu cả hai đột biến cùng xuất hiện (X1=1, X2=1) xác suất thất bại điều 

trị là 70%. 
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Chƣơng 4. BÀN LUẬN 

4.1. Sự biến đổi di truyền và tần số đột biến của một số gen  kháng thuốc 

ở ký sinh trùng sốt rét P. falciparum 

4.1.1. Tần số đột biến C580Y trên gen pfK13 ở ký sinh trùng sốt rét 

Sự xuất hiện các đột biến trong gen pfK13, đặc biệt trên vùng cánh quạt 

thì có liên quan đến tình trạng kháng artemisinin, tuy nhiên dữ liệu về tần suất 

đột biến trên gen pfK13 được thu thập qua các nghiên cứu và giám sát định kỳ 

cho thấy tần suất đột biến pfK13 tại GMS nói chung và các nước nói riêng 

bao gồm Việt Nam có diễn biến phức tạp, không đồng đều và có sự biến đổi 

theo thời gian và vị trí địa lý [96]. Hiện nay, có hơn 200 đột biến trên gen 

pfK13 được phát hiện, tuy nhiên vai trò và mức độ ảnh hưởng của từng đột 

biến đối kháng artemisinin là khác nhau [12]. Về cơ chế dẫn đến sự kháng 

thuốc các nghiên cứu đã phát hiện thấy nhiều đột biến khác nhau tạo ra một 

kiểu hình tương tự cho thấy rằng các đột biến pfK13 thể hiện sự mất chức 

năng một phần, thay vì tăng chức năng, tuy nhiên cơ chế chính xác của từng 

dạng đột biến như thế nào thì chưa xác định. 

Tại khu vực GMS bao gồm Campuchia, Lào, Myanmar, Thái Lan, Việt 

Nam và khu vực Vân Nam của Trung Quốc, các đột biến trên gen pfK13 có sự 

phân bố địa lý khác nhau, ảnh hưởng đến việc theo dõi và kiểm soát kháng 

thuốc sốt rét [96, 97]. Đột biến C580Y là một trong những đột biến phổ biến 

nhất, xuất hiện rộng rãi ở Campuchia, Lào, Myanmar, Thái Lan và Việt Nam, 

với tần suất cao [96]. Đột biến Y493H cũng phổ biến tại Campuchia nhưng ít 

gặp hơn ở Lào, Myanmar, Thái Lan, Việt Nam và Trung Quốc, đột biến 

R539T được tìm thấy chủ yếu ở Campuchia và ít phổ biến hơn ở các quốc gia 

khác trong khu vực, đột biến I543T hiếm gặp và phân bố rải rác ở một số khu 

vực của Campuchia, Lào, Myanmar, Thái Lan và Trung Quốc. Đột biến 

F446I phổ biến hơn ở Myanmar và Thái Lan, đặc biệt là ở các khu vực giáp 

biên giới, trong khi ít gặp hơn ở Campuchia, Lào, Việt Nam và Trung Quốc. 

Sự phân bố địa lý của các đột biến này là yếu tố quan trọng trong việc theo 

dõi kháng thuốc [96-98]. 

Đột biến C580Y trên gen pfK13 đã được chứng minh là một trong 

những chỉ thị phân tử mạnh mẽ cho tình trạng kháng artemisinin ở P. 

falciparum, ký sinh trùng gây bệnh sốt rét [96]. Nghiên cứu của chúng tôi cho 

thấy tần suất C580Y trên gen pfK13 là 91,3%, đây cũng là đột biến duy nhất 
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trên gen pfK13 được phát hiện và là đột biến được WHO xác nhận kháng với 

artemisinin. Tần suất C580Y cao nhất tại Đắk Lắk (95,7%), tiếp đó tỉnh Gia 

Lai (92,5%), hai địa điểm còn lại (Đắk Nông, Bình Phước) có tần suất thấp 

hơn nhưng đều trên 80%. 

Tại Việt Nam, xu thế chung là sự gia tăng tần suất của C580Y theo thời 

gian cùng với sự biến mất dần của dạng đột biến khác trên gen pfK13 được 

thể hiện xuyên suốt tại tất cả các khu vực đang điểm nóng sốt rét tại Việt 

Nam. Giai đoạn 2011-2012, sáu đột biến phổ biến trên gen pfK13 đó là F446I, 

M476I, Y493H, R539T, I543T, P553L và C580Y. Tỉ lệ ký sinh trùng mang 

đột biến pfK13 tăng theo thời gian tăng từ 8,7% (20/231) năm 2009 lên 79,1% 

(34/43) năm 2016 (P <0,001). Cùng với đó, C580Y ngày càng chiếm ưu thế 

trong dạng đột biến trên gen pfK13, C580Y tăng từ 1,7% (4/231) trong giai 

đoạn 2009-2010 lên 79,1% (34/43) giai đoạn 2015-2016 (P <0,001). Ngược 

lại, đột biến I543T giảm tần số từ 10,2% (15/147) giai đoạn 2010-2011 xuống 

còn 2,1% (1/48) giai đoạn 2013-2014 và sau đó biến mất [12]. Ca kháng 

artemisnin lần đầu tiên được báo cáo tại tỉnh Bình Phước vào năm 2009 [99], 

dữ liệu về đột biến trên gen pfK13 tại tỉnh này giai đoạn 2009 đến 2016 cho 

thấy xu hướng chung về sự biến đổi di truyền trên gen pfK13 tại Việt Nam. 

Báo cáo cụ thể như sau: tỉ lệ đột biến C580Y tăng từ 1,7% (4/231) trong mùa 

2009-2010 lên đến 79,1% (34/43) trong mùa 2015-2016 (P < 0,001). Ngược 

lại, đột biến Y543T giảm từ 10,2% (15/147) vào 2010-2011 xuống còn 2,1% 

(1/48) vào 2013-2014 và sau đó biến mất. Tương tự, tỉ lệ các ký sinh trùng sốt 

rét có đột biến Y493H tăng từ 0,7% (1/147) trong giai đoạn từ 2010 đến 2012 

lên đến 12,5% (6/48) vào 2013-2014, nhưng sau đó không phát hiện đột biến 

này nữa, đột biến P553L cũng đã tăng tần suất ban đầu, từ 5,2% (12/231) 

trong 2009-2010 lên 15,4% (21/136) vào 2011-2012, nhưng sau đó trở nên 

hiếm hơn. Các đột biến còn lại chỉ được phát hiện ở tần suất thấp (<5%) như 

V568K và P574L từ năm 2009 đến 2012 và R539T vào mùa 2011-2012 

[100]. Sau giai đoạn 2012-2013, các báo cáo giám sát định kỳ cho thấy 

C580Y tăng tần suất nhanh chóng với 34,5% (2014) tới 90,5% (2015) [101]. 

Báo cáo về đột biến trên gen pfK13 tại khu vực Tây Nguyên giai đoạn 

2009-2016 cho thấy: cả hai tỉnh Đắk Nông và tỉnh Đắk Lắk đều cho thấy tỉ lệ 

cao tương đối của các đột biến C580Y, lần lượt là 80,6% (29/36) tại tỉnh Đắk 

Nông và 83,6% (46/55) tại tỉnh Đắk Lắk [100]. Tuy nhiên, tỉ lệ đột biến 
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C580Y quan sát trong nghiên cứu này thấp hơn so với nghiên cứu hiệu quả 

điều trị đa trung tâm gần đây với pyronaridine-artesunate (Pyramax) được tiến 

hành từ năm 2017 đến 2018. Trong nghiên cứu đó, tỉ lệ này lần lượt là 96,2% 

(25/26) tại Đắk Nông và 57,8% (37/64) tại Gia Lai [102]. Tỉnh Kon Tum có tỉ 

lệ thấp hơn đáng kể các ký sinh trùng mang đột biến pfK13 C580Y so với tỉnh 

Gia Lai, tỉ lệ đột biến C580Y tại Kon Tum là 30,4% (7/23), trong khi ở tỉnh 

Gia Lai là 38,5% (5/13) [100]. Ngoài ra, 2/23 bệnh nhân tại Kon Tum (8,7%) 

nhiễm ký sinh trùng chứa đột biến R539T, đột biến này phổ biến ở miền Tây 

Campuchia và tỉnh Bình Phước trước khi có sự tác động lựa chọn cực đại gần 

đây, dẫn đến sự thống trị hoàn toàn của C580Y trong các vùng đó [100].  

Một đặc điểm đặc biệt thú vị là sự gia tăng chiếm ưu thế của đột biến 

C580Y tại Việt Nam tương tự như đã quan sát thấy ở các nước láng giềng 

Campuchia, Lào, Thái Lan [87, 96, 103]. Dữ liệu từ các nghiên cứu cho thấy 

sự tăng trưởng này bắt đầu từ những năm đầu thập kỷ 2010 và tiếp tục gia 

tăng mạnh mẽ trong các năm sau đó [96, 104, 105]. Tỉ lệ đột biến C580Y tại 

Pailin, phía Tây Campuchia đã tăng mạnh từ năm 2008 và đạt đến gần như 

90% vào năm 2012, đây là khu vực đầu tiên tại GMS ghi nhận sự xuất hiện và 

lan rộng của đột biến này. Vào năm 2014, tỉ lệ ký sinh trùng có đột biến 

C580Y dẫn đến tỉ lệ dươnng tính với ký sinh trùng sốt rét sau 3 ngày điều trị 

là 41% ở Pailin và 13% ở Pursat, điều này cho thấy hiệu quả của liệu pháp 

DHA-PPQ đã giảm đáng kể [96]. 

Trong các nghiên cứu về ký sinh trùng P. falciparum tại Thái Lan, đột 

biến C580Y là phổ biến nhất, chiếm 84,8% trong tất cả các đột biến pfK13, 

được quan sát. Tỉ lệ đột biến này đã tăng từ 63% vào năm 2013 lên 100% vào 

năm 2015 [106]. Ngoài ra, các đột biến khác như R539T và R539I cũng được 

ghi nhận, nhưng ít phổ biến hơn so với C580Y [106]. Thử nghiệm RSA cho 

thấy các mẫu có đột biến C580Y có tỉ lệ sống sót cao hơn, minh chứng cho 

khả năng kháng artemisinin của chúng. Đột biến pfK13, đặc biệt là C580Y, đã 

trở nên phổ biến tại Thái Lan, phản ánh sự lan rộng của kháng artemisinin tại 

đất nước này [96]. 

Các dữ liệu về phân tích gen cho thấy đột biến C580Y có một nguồn 

gốc đơn lẻ tại ba quốc gia Campuchia, Thái Lan và Lào trong giai đoạn từ 

2008 đến 2015 [103]. Dữ liệu từ các phân tích này đã chỉ ra rằng, các kiểu gen 

của C580Y tại Campuchia, Thái Lan và Lào có sự giống nhau đáng kể, cho 
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thấy một lan truyền mạnh mẽ của kiểu gen này trong khu vực. Cụ thể, nghiên 

cứu sử dụng microsatellite genotyping để so sánh các mẫu P. falciparum từ 

bốn quốc gia Đông Nam Á đã xác nhận rằng các mẫu từ Campuchia, Thái 

Lan và Lào có chung một nguồn gốc di truyền, chứng tỏ sự lan truyền của 

một dạng đột biến C580Y duy nhất trong khu vực này. Sự giống nhau trong 

các kiểu gen của C580Y ở các quốc gia này là bằng chứng mạnh mẽ cho thấy 

đột biến này xuất hiện từ một nguồn gốc đơn nhất và sau đó lan rộng ra các 

quốc gia lân cận [96].  

Một câu hỏi quan trọng là liệu các ký sinh trùng mang đột biến pfK13, 

và đặc biệt là các ký sinh trùng mang đột biến C580Y, được nhập khẩu từ các 

quốc gia khác trong khu vực hay chúng xuất hiện độc lập tại Việt Nam do áp 

lực thuốc tại địa phương. Một nghiên cứu bao gồm một số ký sinh trùng từ 

tỉnh Bình Phước được đưa vào nghiên cứu này [107], tiết lộ rằng các mẫu 

Việt Nam mang các đột biến Y493H, I543T, và C580Y có các haplotype 

pfK13 dài giống hệt như các ký sinh trùng Campuchia mang cùng đột biến 

này. Điều này gợi ý rằng các đột biến pfK13 trong ký sinh trùng từ cả hai phía 

của biên giới Việt Nam-Campuchia có chung nguồn gốc, mặc dù không thể 

xác định chắc chắn hướng lan truyền của các chủng này. Ngược lại, phân tích 

tương tự cho thấy rằng các ký sinh trùng mang đột biến P553L có thể đã phát 

sinh độc lập tại Bình Phước. Hơn nữa, các đột biến pfK13 thường xuất hiện 

trên nền di truyền với các đột biến trong các gen bao gồm arps10 V127M, fd 

D193Y, mdr2 T484I, và crt N326S [107]. Nhiều mẫu được giải trình tự từ 

tỉnh Bình Phước đã được đưa vào phân tích trước đó [107], kết luận rằng các 

đột biến pfK13 ở tỉnh Bình Phước xuất hiện độc lập chỉ trong các ký sinh 

trùng mang nền di truyền này.  

Phân tích haplotype xung quanh gen pfK13 tại 3 tỉnh Bình Phước, Ninh 

Thuận và Gia Lai cho thấy có nhiều nguồn gốc khác nhau của đột biến 

C580Y tại ba địa điểm này [108]. Ký sinh trùng ở Ninh Thuận có haplotype 

giống với ký sinh trùng ở Gia Lai hơn là ở Bình Phước, các ký sinh trùng ở 

những khu vực này cũng cho thấy sự đa dạng haplotype lớn hơn, trong khi 

các đột biến C580Y ở Bình Phước có thể được chia thành hai nhóm với 

haplotype rất giống nhau. Một giả thuyết là đột biến C580Y của một 

haplotype hiện nay chiếm ưu thế ở Bình Phước có thể mới xuất hiện và chưa 

lan đến Gia Lai và Ninh Thuận, nơi mà các đột biến C580Y của haplotype 
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khác đã có từ trước [108], những đột biến sớm này có thể đã bị thay thế bởi 

đột biến C580Y mới cạnh tranh hơn. Nếu giả thuyết này đúng, có khả năng 

các haplotype thấy ở các đột biến C580Y tại Bình Phước sẽ lan rộng hơn 

trong tương lai [108]. Như vậy, đột biến C580Y có thể đã phát sinh từ nhiều 

nguồn gốc khác nhau, bao gồm cả việc du nhập từ Campuchia và sự phát sinh 

độc lập tại Việt Nam. Phân tích haplotype cho thấy có sự khác biệt rõ rệt giữa 

các khu vực, với Bình Phước có các haplotype khác biệt so với Ninh Thuận 

và Gia Lai. Sự khác biệt haplotype phản ánh sự đa dạng di truyền và các quá 

trình tiến hóa độc lập trong các quần thể P. falciparum tại các vùng khác nhau 

của Việt Nam [108]. 

Cho đến nay, có đến 125 đột biến được phát hiện trên gen pfK13 có liên 

quan đến tính kháng artemisinin, nhưng chỉ có đột biến C580Y được định hình 

và lan rộng tới các khu vực khác nhau [109, 110], điều này không phải sự ngẫu 

nhiên. Đột biến C580Y lan truyền và phổ biến hơn các đột biến khác trên gen 

pfK13 do một số yếu tố quan trọng như sự liên kết mạnh giữa đột biến kháng 

artemisinin và các vùng khác ngoài pfK13, đặc biệt là các vùng trên nhiễm sắc 

thể 14, cho thấy rằng các đột biến ở các vùng khác của bộ gen có thể cần thiết 

để bù đắp cho các tác động xấu về mặt khả năng thích nghi của các đột biến 

pfK13 [107, 110, 111]. Các biến thể này có thể giúp giảm thiểu những tổn hại 

do đột biến pfK13 gây ra, cho phép ký sinh trùng mang đột biến C580Y tồn tại 

và phát triển tốt hơn so với các đột biến khác trong môi trường không có áp lực 

thuốc. Điều này được chứng minh trong thực tế khi tỉ lệ cao chủng ký sinh 

trùng mang đột biến C580Y kết hợp với sự gia tăng số lượng bản sao gen 

pfpm2 được quan sát thấy từ Campuchia phía Tây vào miền Nam Lào, Đông 

Bắc Thái Lan và Việt Nam [50-52]. 

Một giả thuyết khác là đột biến C580Y tạo cho KST có khả năng thích 

nghi tốt hơn hơn so với các đột biến kháng artemisinin khác khi không có áp 

lực thuốc, chính vì vậy ký sinh trùng mang đột biến này cạnh tranh và vượt trội 

hơn trong các nhiễm trùng hỗn hợp và đạt mật độ ký sinh cao cần thiết cho việc 

truyền nhiễm nhanh hơn. Mặc dù đột biến C580Y không cho thấy tỉ lệ thanh 

thải ký sinh trùng vượt trội so với các đột biến khác khác và nguy cơ thất bại 

điều trị cũng tương đương với những bệnh nhân mang các đột biến khác trên 

pfK13. Ngoài ra, không có sự liên quan giữa các ký sinh trùng mang các đột 

biến kháng artemisinin trên pfK13 và khả năng mang giao bào, điều này cho 
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thấy rằng sự thành công của C580Y không liên quan đến việc sản xuất giao bào 

hoặc khả năng thích nghi trong giai đoạn gan hoặc muỗi [111]. 

Đột biến pfK13 ngoài khu vực GMS đã xuất hiện độc lập ở nhiều địa 

điểm khác nhau trên thế giới, bao gồm châu Phi và Nam Mỹ [83]. Tại 

Rwanda, đột biến pfK13 R561H đã xuất hiện và lan rộng, với các ký sinh trùng 

mang đột biến này thể hiện dấu hiệu kháng artemisinin thông qua việc kéo dài 

thời gian thanh thải ½ ký sinh trùng và tăng tỉ lệ sống sót sau khi tiếp xúc với 

DHA in vitro [83]. Ở Guyana, đột biến pfK13 C580Y được phát hiện trong các 

cuộc khảo sát từ năm 2010 đến 2017 và cũng liên kết với kháng artemisinin, 

mặc dù tỉ lệ phổ biến của nó đã giảm dần. Tại New Guinea và Uganda, các đột 

biến pfK13 đã xuất hiện, với sự gia tăng tỉ lệ đột biến A675V theo thời gian ở 

Uganda, và các đột biến này có liên quan đến kháng artemisinin. Như vậy, các 

đột biến pfK13 ở các khu vực ngoài GMS đều liên quan đến kháng artemisinin, 

làm phức tạp hóa công tác điều trị và phòng chống bệnh sốt rét toàn cầu [83]. 

Tóm tại, các kết quả này cho thấy sự biến đổi đáng kể phân bố đột biến 

C580Y trên thế giới, tỉ lệ đột biến C580Y có sự khác biệt theo thời gian. Nó 

cũng nhấn mạnh sự thay đổi theo thời gian và tác động của áp lực lựa chọn 

khác nhau đối với phân phối của các biến đổi chống lại thuốc của ký sinh 

trùng sốt rét P.  falciparum. 

4.1.2. Sự thay đổi số lượng bản sao gen pfpm2 ở ký sinh trùng sốt rét 

Tỉ lệ ký sinh trùng sốt rét mang nhiều bản sao pfpm2 trong nghiên cứu 

của chúng tôi là 51%. Tỉ lệ bệnh nhân có ký sinh trùng sốt rét mang nhiều bản 

sao pfpm2 không có sự khác biệt ở địa điểm nghiên cứu. Sự gia tăng số lượng 

bản sao của pfpm2 tại Việt Nam đã được báo cáo trước đó, theo tác giả Bùi 

Quang Phúc và cộng sự (2017) với tần suất bệnh nhân có ký sinh trùng sốt rét 

mang nhiều bản sao của gen pfpm2 là 25/46 (54, 3%) [112]. Báo cáo tác giả 

Huỳnh Hồng Quang và cộng sự về chỉ điểm phân tử kháng thuốc tại vùng sốt 

rét lưu hành tỉnh Đắk Lắk được tiến hành tại các xã Ea Dah, Dlie Ya, Ea Puk 

thuộc huyện Krông Năng, tỉnh Đắk Lắk, từ tháng 4 năm 2019 đến tháng 3 năm 

2021 [89]. Trong số 50 mẫu phân tích, tỉ lệ tăng số bản sao pfpm2 là 72%, tức 

là có 36 mẫu cho thấy sự gia tăng số bản sao pfpm2. Sự tăng này được xác định 

là một chỉ điểm kháng PPQ, và đồng thời 72% số mẫu cũng xuất hiện cả hai 

chỉ điểm pfK13và pfpm2. Tác giả cho rằng mức độ kháng thuốc cao, đa kháng 

thuốc xuất hiện trong quần thể P. falciparum ở khu vực nghiên cứu [89] 
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Tại Việt Nam, sự gia tăng số lượng bản sao gen pfpm2 chủ yếu được 

quan sát thấy ở các tỉnh giáp biên giới với Campuchia như Gia Lai và Bình 

Phước. Ngược lại, ở các tỉnh không giáp ranh như Khánh Hòa, Ninh Thuận và 

Quảng Trị, không có sự gia tăng đáng kể nào về số lượng bản sao gen pfpm2 

[113]. Mặc dù đến hiện nay, KST có gia tăng số lượng bản sao gen pfpm2 tại 

Việt Nam chưa nhiều như ở Campuchia, nhưng mức độ tăng số lượng bản sao 

tại Việt Nam cũng khá nhanh. Tại tỉnh Gia Lai, tỉ lệ xuất hiện số lượng bản 

sao pfpm2 tăng từ 16,7% (năm 2014) lên đến 53,3% (năm 2021) [113]. Một 

điểm lưu ý, tốc độ tăng số lượng bản sao thường cao hơn so với tốc độ thay 

đổi nucleotide [84], điều này cũng lý giải cho sự gia tăng nhanh chóng số 

lượng bản sao của gen pfpm2 ỏ cả Campuchia cũng như Việt Nam khi mà sự 

gia tăng nhanh chóng số lượng bản sao của gen pfpm2 được hỗ trợ bởi sự 

ngày càng kém hiệu quả của thuốc điều trị sốt rét. 

Sự gia tăng số lượng bản sao của gen pfpm2 đã được nghiên cứu trong 

1252 mẫu bệnh phẩm được thu thập trên khắp Campuchia từ năm 2002 đến 

2015, bao gồm cả trước và sau khi áp dụng điều trị bằng DHA-PPQ [15]. 

Việc lấy mẫu theo thời gian đã được thực hiện tại Pailin (miền tây 

Campuchia) và Rattanakiri (miền đông Campuchia), nơi DHA-PPQ được giới 

thiệu lần lượt vào năm 2008 và 2010. Tại Pailin, tỉ lệ ký sinh trùng có nhiều 

bản sao gen pfpm2 tăng từ 27,9% (19 trong số 68 mẫu) vào năm 2008-2009 

lên 91,2% (52 trong số 57 mẫu) vào năm 2014-2015. Tại Rattanakiri, ký sinh 

trùng có nhiều bản sao gen pfpm2 rất hiếm gặp cho đến năm 2012-2013 

(3,2%), nhưng đã tăng lên 45,5% (40 trong số 88 mẫu) vào năm 2014-2015. 

Sự gia tăng đều đặn của ký sinh trùng có nhiều bản sao gen pfpm2 sau khi 

DHA-PPQ được giới thiệu cũng được ghi nhận ở các tỉnh khác như Preah 

Vihear và Pursat. Những dữ liệu này cho thấy việc sử dụng DHA-PPQ là phác 

đồ ưu tiên trong điều trị sốt rét không biến chứng do P. falciparum có thể liên 

quan đến sự gia tăng số lượng ký sinh trùng mang nhiều bản sao gen pfpm2, 

điều này có thể ảnh hưởng đến hiệu quả của điều trị [15]. 

Tại Thái Lan, số lượng bản sao của gen pfpm2 đã tăng đáng kể trong 

giai đoạn từ năm 2013 đến 2015. Cụ thể, năm 2013, chỉ có 7,4% các mẫu 

nghiên cứu chứa nhiều bản sao pfpm2. Tuy nhiên, tỉ lệ này tăng lên 51,3% 

vào năm 2014 và đạt 78,3% vào năm 2015 [106]. Các ký sinh trùng chứa 

nhiều bản sao pfpm2 thường có giá trị IC90 của PPQ cao hơn, cho thấy khả 
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năng kháng PPQ. Điều đáng chú ý là trong số các mẫu chứa nhiều bản sao 

pfpm2, một số cũng có đột biến pfcrt-F145I, làm tăng thêm mức độ kháng 

thuốc. Sự gia tăng đáng kể về số lượng bản sao pfpm2 cùng với đột biến pfcrt-

F145I cho thấy sự tiến hóa nhanh chóng của các kiểu gen kháng thuốc ở vùng 

biên giới Thái Lan-Campuchia [106]. 

Tác giả Fang Huang và cộng sự (2020) báo cáo có sự gia tăng số lượng 

bản sao của gen pfpm2 trong P. falciparum dọc biên giới Trung Quốc-

Myanmar. Kết quả cho thấy, trong tổng số 224 mẫu được kiểm tra, chỉ có một 

mẫu có nhiều bản sao pfpm2, trong khi các mẫu còn lại (99,6%, 223/224) 

không cho thấy sự gia tăng số lượng bản sao của pfpm2, mẫu duy nhất có 

nhiều bản sao pfpm2 cũng mang đột biến pfK13. Điều này chứng tỏ rằng sự 

gia tăng số lượng bản sao của pfpm2 không phổ biến trong các mẫu từ khu 

vực biên giới Trung Quốc-Myanmar. Dữ liệu cho thấy không có sự xuất hiện 

rộng rãi của kháng PPQ liên quan đến sự gia tăng số lượng bản sao gen pfpm2 

trong khu vực nghiên cứu [114]. 

Tại Tây Phi, tần số của đột biến nhân đôi gen pfpm2 ở P. falciparum đã 

được ghi nhận đáng chú ý [115]. Cụ thể, trong tổng số 65 mẫu bệnh nhân tái 

phát sau khi điều trị bằng DHA-PPQ, có 7 mẫu (tương đương khoảng 10%) 

mang đột biến này. Nghiên cứu cũng chỉ ra rằng không có xu hướng rõ ràng 

về việc tái phát sớm hơn liên quan đến nhóm mang đột biến pfpm2, điều này 

đòi hỏi cần phải nghiên cứu thêm trên mẫu lớn hơn để hiểu rõ hơn về mối liên 

hệ này. Tần số của đột biến pfpm2 ở mức 10% cho thấy khả năng kháng thuốc 

của P. falciparum có thể đang gia tăng, đòi hỏi sự giám sát và nghiên cứu liên 

tục để đánh giá và đưa ra các biện pháp ứng phó kịp thời. 

Tóm lại, sự gia tăng số lượng bản sao của gen pfpm2 ở các quốc gia 

trong GMS phản ánh tình trạng kháng thuốc PPQ ngày càng nghiêm trọng. Tỉ 

lệ ký sinh trùng mang nhiều bản sao pfpm2 cao, đặc biệt ở các khu vực biên 

giới như Việt Nam và Campuchia, cho thấy sự lan rộng của kháng thuốc. Tốc 

độ gia tăng nhanh chóng ở một số khu vực như Gia Lai và Thái Lan là đáng lo 

ngại. Sử dụng DHA-PPQ liên quan đến sự gia tăng số lượng bản sao pfpm2, 

làm giảm hiệu quả điều trị. Ngoài ra, sự xuất hiện của các kiểu gen đa kháng 

thuốc cũng được ghi nhận. Tình trạng này đòi hỏi giám sát liên tục và nghiên 

cứu sâu hơn để đưa ra các biện pháp kiểm soát hiệu quả. 
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4.1.3. Tần số đột biến E415G trên gen pfEXO ở ký sinh trùng sốt rét 

Nghiên cứu của chúng tôi cho thấy E415G xuất hiện với tỉ lệ cao khá 

cao 76,1%, tại Đắk Lắk tần suất E415G lên tới 85,7%. Kết quả này tương tự 

với kết quả nghiên cứu của Huỳnh Hồng Quang và cộng sự (2019) cho thấy 

tại tỉnh Đắk Nông tỉ lệ ký sinh trùng sốt rét mang đột biến E415G chiếm 

55,6%, tại tỉnh Đắk Lắk là 85,5% [6].  

Huỳnh Hồng Quang và cộng sự báo cáo về tỉ lệ đột biến E415G kháng 

PPQ tại các tỉnh Tây Nguyên Việt Nam. Kết quả cho thấy tỉ lệ đột biến 

E415G khác nhau đáng kể giữa các tỉnh. Cụ thể, Đắk Nông có tỉ lệ 66,7% 

(24/36 mẫu), Đắk Lắk có tỉ lệ 85,5% (47/55 mẫu), Gia Lai có tỉ lệ 61,5% 

(8/13 mẫu), và Kon Tum có tỉ lệ thấp nhất với 30,4% (7/23 mẫu) [14]. 

Nghiên cứu chỉ điểm kháng thuốc thực hiện tại một số huyện của tỉnh 

Đắk Lắk, bao gồm Ea Kar, Ma Đrắk, kết quả cho thấy, trong giai đoạn 2017 - 

2018, tần suất đột biến exonuclease E415G, liên quan đến kháng thuốc PPQ, 

là 85,5% (47/55 mẫu) [18]. Đến giai đoạn 2019 - 2020, tần suất này tăng lên 

91,1% (72/79 mẫu). Sự gia tăng tần suất của đột biến E415G qua các năm cho 

thấy khả năng kháng thuốc PPQ đang trở nên phổ biến hơn trong quần thể P. 

falciparum tại khu vực nghiên cứu, Krông Năng, Đắk Lắk [18] 

Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu của Nguyễn Chính Phong và cộng sự 

(2019) không tìm thấy điểm đa hình E415G [116], điều này được lý giải do 

nghiên cứu được tiến hành tại Ninh Thuận nơi mà cách xa khu vực Tây 

Nguyên khi hiệu quả điều trị với DHA-PPQ còn rất cao, 100% bệnh nhân 

không xuất hiện ký sinh trùng sốt rét ngày thứ 3 sau điều trị, nghiên cứu này 

cũng không tìm thấy điểm đa hình trên gen pfK13 và bệnh nhân tham gia 

nghiên cứu đều không mang nhiều bản sao gen pfpm2. 

Tác giả Ngô Việt Thanh và cộng sự (2015) cũng báo cáo về tần số xuất 

hiện cao của  đột biến E415G ở bệnh nhân tái phát sau điều trị với 93% 

(13/14) mẫu mang đột biến [6]. 

Báo cáo cho thấy kháng PPQ đã xuất hiện tại khu vực biên giới Trung 

Quốc – Myanmar, tuy nhiên về mặt di truyền, không có mẫu nào mang đột 

biến E415G sự nhân đôi gen pfpm2/3, gợi ý rằng các cơ chế giảm nhạy cảm 

PPQ tại khu vực này khác với các cơ chế được mô tả ở các quốc gia khác 

trong khu vực. Các đột biến pfK13 chính tại khu vực này (F446I và G533S) 

có liên quan đến giá trị AUC, IC50, và IC90 tăng, cho thấy khả năng kháng 
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PPQ có thể phát triển trong nền di truyền pfK13 này. Mặc dù có sự xuất hiện 

của kháng PPQ tại khu vực biên giới Trung Quốc - Myanmar, sự kháng này 

không lan rộng đáng kể và hiệu quả lâm sàng của DHA-PPQ vẫn duy trì tốt 

tại khu vực này [117].  

Ngoài các khu vực Campuchia, Việt Nam, hiện tại chưa có nhiều báo 

cáo về sự xuất hiện của đột biến E415G tại các khu vực khác như châu Phi 

hay Nam Mỹ[118]. Nghiên cứu của  Robert và cộng sự  cho thấy không có 

mẫu nào trong số 77 mẫu được giải trình tự trên exon 2 mang đột biến 

E415G,  điều này cho thấy đột biến E415G không xuất hiện trong các mẫu từ 

Senegal trong nghiên cứu này[119]. Kết quả cũng tương tự với nghiên cứu tại 

Sudan, không quan sát thấy trường hợp đột biến E415G nào trong các mẫu P. 

falciparum [120]. Tại Mali, chỉ có hai mẫu từ Dangassa xuất hiện đột biến 

E415G, đột biến này không được tìm thấy ở Nioro-du-Sahel. Đột biến E415G 

đã được liên kết với sự gia tăng giá trị IC50 của PPQ trong các thí nghiệm ex 

vivo với các mẫu ký sinh trùng từ Campuchia [16]. Việc phát hiện đột biến 

này ở Mali có thể cho thấy sự tồn tại của tính kháng PPQ, tuy nhiên, sự hiện 

diện của nó vẫn còn rất hiếm trong các mẫu nghiên cứu từ vùng này[121]. 

Việc đột biến E415G trong gen exonuclease của P. falciparum chỉ xuất 

hiện tại Campuchia và Việt Nam thể hiện một số điểm đáng chú ý. Trước hết, 

điều này cho thấy tính cục bộ của đột biến kháng thuốc, phản ánh các yếu tố 

môi trường và áp lực chọn lọc từ việc sử dụng thuốc tại hai quốc gia này. 

Ngoài ra, Việt Nam và Campuchia có giai đoạn đều sử dụng DHA-PPQ  là 

phác đồ ưu tiên trong điều trị sốt rét [122]. Việc sử dụng rộng rãi DHA-PPQ 

trong nhiều năm đã tạo ra áp lực chọn lọc mạnh mẽ, dẫn đến sự phát triển và 

duy trì của các đột biến kháng thuốc, bao gồm đột biến E415G trong gen 

exonuclease của P. falciparum. Sự xuất hiện của đột biến này chủ yếu tại 

Campuchia và Việt Nam không chỉ phản ánh tình trạng kháng thuốc tại hai 

quốc gia này mà còn là dấu hiệu cảnh báo về khả năng lan truyền của kháng 

thuốc nếu không có biện pháp kiểm soát hiệu quả. 

4.1.4. Tần số kiểu gen phức ở ký sinh trùng sốt rét 

Kết quả cho thấy các kiểu gen phức xuất hiện với tần số khá cao, tần số 

ký sinh trùng sốt rét mang kiểu gen C580Y/pfpm2 hay là ký sinh trùng sốt rét 

mang dạng đột biến kết hợp giữa C580Y và sự nhân đôi pfpm2 là 45,5%. Báo 

cáo tác giả Huỳnh Hồng Quang và cộng sự về chỉ điểm phân tử kháng thuốc 
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tại vùng sốt rét lưu hành tỉnh Đắk Lắk được tiến hành tại các xã Ea Dah, Dlie 

Ya, Ea Puk thuộc huyện Krông Năng, tỉnh Đắk Lắk, từ tháng 4 năm 2019 đến 

tháng 3 năm 2021 [89]. Trong số 50 mẫu phân tích, 72% số mẫu cũng xuất 

hiện cả hai chỉ điểm pfK13và pfpm2. Tác giả cho rằng mức độ kháng thuốc 

cao, đa kháng thuốc xuất hiện trong quần thể P. falciparum ở khu vực nghiên 

cứu [89]. 

Tại Tây Nguyên, dòng ký sinh trùng mang C580Y và pfpm2 được phát 

hiện với tỉ lệ cao tại các tỉnh Đắk Nông, Đắk Lắk và Gia Lai, trong khi Kon 

Tum có tỉ lệ thấp hơn. Cụ thể, tại Đắk Nông, tỉ lệ này là 27,8%, tại Đắk Lắk là 

16, 4%, tại Gia Lai là 23,1%, và tại Kon Tum là 4,3% [14]. 

 Sự kết hợp giữa đột biến pfK13 C580Y và sự nhân đôi pfpm2/3 đã tạo 

ra một dòng ký sinh trùng đa kháng thuốc mạnh mẽ, gọi là "C580Y-co-

lineage" [83] hoặc ―KEL1/PLA1‖[87, 103]. Dòng ký sinh trùng này đã lan 

truyền từ Campuchia sang các nước láng giềng như Việt Nam và Thái Lan, 

điều này gây ra sự lây lan rất nhanh chóng sự đa kháng thuốc trên khắp 

Campuchia về phía Tây Việt Nam, dẫn đến suy giảm hiệu quả điều trị của 

DHA-PPQ tại các quốc gia này [5, 83, 87].  

Hamilton và cộng sự có báo cáo về dòng ký sinh trùng đa kháng thuốc 

KEL1/PLA1 [87]. Tác giả cho rằng cũng cho rằng KEL1/PLA1 của ký sinh 

trùng P. falciparum, có nguồn gốc từ miền Tây Campuchia, là một trong 

những dòng ký sinh trùng đa kháng thuốc nổi bật nhất tại khu vực Đông Nam 

Á. Dòng KEL1/PLA1 lần đầu tiên được phát hiện trong các mẫu từ 

Campuchia, sau đó lan rộng ra các nước láng giềng bao gồm Lào, Thái Lan và 

Việt Nam [87, 103]. Trước năm 2009, dòng KEL1/PLA1 chỉ hiện diện ở miền 

Tây Campuchia, nhưng đến năm 2016-2017, nó đã chiếm hơn 50% tổng số 

mẫu ký sinh trùng ở tất cả các quốc gia khảo sát, ngoại trừ Lào, đặc biệt, ở 

miền Đông Bắc Thái Lan và Việt Nam, dòng này đã chiếm hơn 80% tổng số 

mẫu [87]. Tác giả cho rằng sự lan rộng nhanh chóng của KEL1/PLA1 được 

thúc đẩy bởi khả năng kháng cả artemisinin và PPQ, làm tăng tỉ lệ thất bại 

điều trị và góp phần làm gia tăng sự lây truyền của ký sinh trùng kháng thuốc 

trong khu vực [40, 87]. 

Imwong và các đồng nghiệp gọi dòng này là dòng PfPailin, gợi ý rằng 

dòng này đồng nhất tương tự như một chủng virus hoặc vi khuẩn [7, 82]. Tuy 

nhiên, ký sinh trùng sốt rét trải qua tái tổ hợp sinh dục trong mỗi chu kỳ 
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truyền, do đó, cách gọi này có thể gây hiểu nhầm. Dữ liệu cho thấy dòng 

KEL1 của kháng artemisinin được mang bởi các ký sinh trùng có nền tảng di 

truyền đa dạng và mặc dù các ký sinh trùng của dòng kết hợp KEL1/PLA1 có 

mức độ chung tổ tiên cao, chúng không đồng nhất về mặt di truyền. Dữ liệu 

cho thấy ký sinh trùng trong dòng KEL1 đã xuất hiện ở tần suất thấp ở phía 

tây Campuchia từ năm 2007. Lúc đó, chúng xuất hiện cùng các khuếch đại 

pfmdr1, liên quan đến kháng mefloquine và không mang các khuếch đại 

pfpm2/3 [82, 103].  

Dòng kết hợp KEL1/PLA1 lần đầu tiên được quan sát thấy vào năm 

2008, cùng năm mà DHA – PPQ được giới thiệu như là thuốc điều trị sốt rét 

hàng đầu ở phía tây Campuchia. Tuy nhiên, PPQ đã được sử dụng rộng rãi ở 

phía tây Campuchia, như một liệu pháp đơn vào những năm 1990 và sau đó 

kết hợp với artemisinin vào cuối những năm 2000. Trong các tỉnh lân cận, các 

khuếch đại pfpm2/3 đã lưu hành ở tần suất thấp vào năm 2002-2003, nhưng 

đã tăng lên vào năm 2008. Vì vậy, mặc dù  không tìm thấy các khuếch đại 

pfpm2/ 3 trong dữ liệu này vào năm 2007, có thể PLA1 đã tồn tại trước đó ở 

tần suất thấp, độc lập với KEL1 [103]. Trong khoảng thời gian và địa điểm 

khảo sát ở đây, PLA1 chủ yếu liên kết với KEL1, nhưng nó cũng được thấy ở 

ký sinh trùng thuộc haplogroup KEL2 và ở những ký sinh trùng không có đột 

biến pfK13. 

Trước khi xuất hiện kháng DHA-PPQ, tần suất của các ký sinh trùng 

kháng artemisinin ở phía tây Campuchia đã rất cao, nhưng chúng bao gồm 

nhiều đột biến pfK13 khác nhau từ nhiều nguồn gốc dịch tễ học khác nhau, 

mỗi nguồn gốc có xu hướng duy trì khá cục bộ [103]. Sau khi dòng kết hợp 

KEL1/PLA1 xuất hiện vào năm 2008, nó đã lan rộng và nhanh chóng trên 

toàn khu vực phía tây Campuchia, đạt tần suất hơn 60% trong quần thể ký 

sinh trùng [103]. Dữ liệu cho thấy dòng kết hợp KEL1/PLA1 đã xuất hiện ở 

phía bắc Campuchia vào năm 2012, có thể do sự lan truyền của các ký sinh 

trùng từ phía tây Campuchia. Theo Imwong và các đồng nghiệp sử dụng khác 

với những phương pháp trong nghiên cứu này, dường như dữ liệu của họ cho 

thấy các ký sinh trùng kháng DHA-PPQ xuất hiện ở đông bắc Thái Lan và 

Lào vào năm 2014-2015, và ở Việt Nam vào năm 2016, tương ứng với dòng 

kết hợp KEL1/PLA1 [7, 82]. 
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Dòng KEL1 ban đầu liên kết với các khuếch đại pfmdr1 là dấu hiệu của 

kháng mefloquine, nhưng sự liên kết này đã giảm dần theo thời gian, và các 

mẫu KEL1/PLA1 gần đây nhất trong bộ dữ liệu này không mang khuếch đại 

pfmdr1 [103]. Do đó, hiện tại, các ký sinh trùng kháng DHA-PPQ vẫn nhạy 

cảm với mefloquine, và AS-MQ hiện đang được sử dụng thành công như liệu 

pháp chống sốt rét hàng đầu ở Campuchia [82, 103]. Bằng chứng cũng cho 

thấy rằng các ký sinh trùng kháng DHA-PPQ cũng đáp ứng với AS-PY, một 

liệu pháp kết hợp artemisinin mới [103]. 

Như vậy, ký sinh trùng kháng artemisinin trong dòng KEL1 có nền 

tảng di truyền đa dạng nhưng không đồng nhất về mặt di truyền, cho thấy sự 

tái tổ hợp di truyền qua các chu kỳ truyền bệnh [103]. Trong khi đó dòng 

PLA1 liên quan đến kháng PPQ có thể xuất hiện độc lập và cũng được tìm 

thấy trong các ký sinh trùng khác không có đột biến pfK13 [103]. Các đặc 

điểm di truyền của dòng kết hợp KEL1/PLA1 phù hợp với các báo cáo về ký 

sinh trùng kháng DHA –PPQ ở Thái Lan, Lào và Việt Nam [7, 82]. 

4.2. Kết quả điều trị sốt rét Dihydroartemisinin-Piperaquine  đối với 

bệnh nhân sốt rét không biến chứng do P. falciparum 

 Nghiên cứu của chúng tôi đánh giá hiệu lực điều trị của phác đồ DHA-

PPQ ở bệnh nhân sốt rét không biến chứng do P. falciparum thông qua đánh 

giá hồ sơ bệnh án của bệnh nhân tham gia thử nghiệm TES.  

 Đầu tiên, kết quả sau 3 ngày điều trị cho thấy 100% bệnh nhân cắt sốt, 

như vậy DHA-PPQ vẫn đảm bảo hiệu quả cắt triệu chứng lâm sàng của bệnh. 

Ngoài ra, hiệu lực điều trị của DHA-PPQ còn thể hiện thông qua việc 

loại bỏ KST sau 3 ngày điều trị. Nhìn chung, việc xác định thời gian làm sạch 

ký sinh trùng được đo bằng tỉ lệ ký sinh trùng vào ngày thứ 3 (lý tưởng là sau 

72 giờ kể từ khi bắt đầu điều trị) hiện được coi là một chỉ số thay thế để xác 

định các điểm nóng nghi ngờ có sự kháng thuốc artemisinin của P. 

falciparum. [12]. Kết quả theo dõi mật độ ký sinh trùng sốt rét sau 3 ngày sử 

dụng phác đồ của chúng tôi cho thấy mật độ ký sinh trùng sốt rét  có xu 

hướng giảm nhanh, tuy nhiên sau 3 ngày thì tỉ lệ dương tính còn khá cao, cụ 

thể tỉ lệ dương tính chung cho cả hai địa điểm là 21,7% (Bình Phước: 22,7% 

và Đắk Nông: 18,8%). Một tỷ lệ cao (trên 10%) bệnh nhân còn dương tính 

KST vào ngày D3 thể hiện việc giảm hiệu lực của DHA-PPQ trong việc loại 

bỏ KST sốt rét. 
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Kết quả nghiên cứu của chúng tôi tương đồng đối với các báo cáo trước 

đó của tác giả Bùi Quang Phúc tại các khu vực lân cận với tỉ lệ dương tính với 

ký sinh trùng sốt rét sau 3 ngày sử dụng thuốc tại Đắk Lắk là 22,6% và 37,3% 

tại Gia Lai. Tác giả Huỳnh Hồng Quang và cộng sự (2021) nghiên cứu tại 

huyện Krông Năng, tỉnh Đắk Lắk, sự tồn tại ký sinh trùng sốt rét sau 3 ngày 

điều trị bằng liệu pháp DHA - PPQ được ghi nhận với tỉ lệ cao, cụ thể là 

37,0% (95%CI 23,2-52,5) [89].  

 Kết hợp phân tích chỉ thị phân tử kháng artemisinin cho thấy trên 100 

% bệnh dương tính với KST vào D3 xuất hiện đột biến pfK13 tại Bình Phước 

và Đắk Nông. Với định nghĩa bổ sung cập nhật của WHO về kháng 

artemisnin 2018 có thể thấy 2 địa điểm nghiên cứu đều là vùng xác định 

kháng với artemisinin [67]. Điều này đặt ra vấn đề cấp thiết về tăng cường 

chương trình giám sát nhằm phát hiện sớm các trường hợp không đáp ứng 

điều trị, đồng thời tích cực chủ động kiểm soát để tránh lan truyền kháng 

thuốc sang khu vực lân cận. 

 Đột biến trên gen pfK13 là một trong những đột biến chính liên quan 

đến tình trạng kháng artemisinin của ký sinh trùng sốt rét. Sự xuất hiện của 

đột biến này làm giảm khả năng tiêu diệt ký sinh trùng của các liệu pháp điều 

trị dựa trên artemisinin, bao gồm cả DHA-PPQ. Sự hiện diện của ký sinh 

trùng vào ngày D3 sau liệu trình điều trị bằng DHA-PPQ là một biểu hiện rõ 

ràng cho thấy sự suy giảm hiệu quả điều trị, vì theo phác đồ chuẩn, ký sinh 

trùng lẽ ra phải được loại bỏ hoàn toàn sau khi hoàn tất liệu trình. Nghiên cứu 

của tôi đã chỉ ra rằng tại Bình Phước và Đắk Nông (Việt Nam), 100% các 

trường hợp bệnh nhân dương tính với ký sinh trùng vào ngày D3 đều mang 

đột biến C580Y trên gen pfK13. Điều này chứng tỏ sự hiện diện của đột biến 

pfK13 hay tình trạng kháng artemisinin này đã làm giảm hiệu quả của DHA-

PPQ trong việc tiêu diệt ký sinh trùng, khiến cho liệu pháp điều trị này không 

còn khả năng kiểm soát tốt bệnh sốt rét như trước đây. 

Trong trường hợp kháng artemisinin xuất hiện, tuy nhiên hiệu quả phác 

đồ điều trị vẫn có sự duy trì dưới sự hỗ trợ của thuốc phối hợp trong phác đồ. 

Nhìn chung, PPQ có thời gian bán thải tương đối dài (lên tới 42 ngày sau điều 

trị), thời gian bán thải dài này có lợi thế trong việc duy trì nồng độ thuốc trong 

máu ở mức điều trị trong một thời gian dài sau khi dùng thuốc, giúp tiêu diệt 

các ký sinh trùng sốt rét còn sót lại và ngăn ngừa tái phát bệnh.  
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Như vây, kháng thuốc DHA-PPQ của P. falciparum là tình trạng khi ký 

sinh trùng không bị tiêu diệt hoàn toàn hoặc mất khả năng bị ức chế bởi sự kết 

hợp của hai thuốc này. Điều này thường liên quan đến sự phát triển các đột 

biến di truyền trong ký sinh trùng, như các đột biến liên quan đến kháng 

artemisinin. Tuy nhiên, một hiện tượng khác cũng cần được lưu ý là tăng sức 

chịu đựng của P. falciparum đối với DHA-PPQ, tức là ký sinh trùng có thể 

sống sót hoặc giảm độ nhạy cảm với thuốc mà không cần có đột biến di 

truyền rõ ràng. Tăng sức chịu đựng này có thể dẫn đến việc bệnh nhân vẫn có 

mật độ ký sinh trùng cao vào ngày thứ 3 sau khi điều trị, mặc dù không phát 

hiện các đột biến gen cụ thể. Các yếu tố có thể giải thích tình trạng này bao 

gồm việc thuốc không đủ liều hoặc thời gian tiếp xúc không đủ dài để tiêu 

diệt ký sinh trùng hoàn toàn, hoặc sự thay đổi sinh lý của ký sinh trùng khiến 

chúng có khả năng sống sót tốt hơn với thuốc. Điều này cho thấy rằng sự tăng 

sức chịu đựng của P. falciparum đối với DHA-PPQ có thể xảy ra mà không 

cần phải có sự thay đổi rõ rệt về gen, và hiện tượng này cần được theo dõi và 

nghiên cứu thêm để cải thiện hiệu quả điều trị và ngăn chặn sự lan rộng của 

tình trạng này. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi có 12 ca tái phát bệnh, tương đượng 

tỉ lệ tái phát tích luỹ lên tới 22,6 % (95%CI 12,7-36,5%) và sự khác biệt giữa 

các địa điểm nghiên cứu không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. Phân tích chỉ 

thị phân tử cho thấy 47,1% KST mang chỉ thị pfpm2 và 81,3% KST mang chỉ 

thị E415G kháng PPQ. Kết quả điều trị thành công với phác đồ là 60,4%, tỉ lệ 

điều trị thất bại tại Bình Phước là 44,7%, tại Đắk Nông là 26,7%. Những kết 

quả này cùng nhiều báo cáo trước đó củng cố về sự suy giảm hiệu quả điều trị 

của DHA-PPQ với sốt rét không biến chứng do P. falciparum tại Việt Nam, 

sự giảm hiệu quả điều trị tại các địa điểm nghiên cứu xuất phát từ tình trạng 

kháng cả hai thành phần trong phác đồ điều trị hiện hành tại 2 khu vực này. 

Các nghiên cứu TES về thuốc DHA-PPQ trong giai đoạn 2010-2014 

cho thấy hiệu quả điều trị vẫn duy trì ở mức trên 95%, dù tỷ lệ ký sinh trùng 

tồn tại vào ngày D3 đã tăng lên đến 36%. Tuy nhiên, vào năm 2015, một 

nghiên cứu tại Bình Phước cho thấy tỷ lệ thất bại điều trị đạt 10% sau khi sử 

dụng DHA-PPQ, và WHO đã xác nhận sự xuất hiện tình trạng kháng thuốc 

PPQ. Đến năm 2016, tình trạng thất bại khi điều trị bằng DHA-PPQ tiếp tục 

được ghi nhận tại Đắk Nông. Gần đây, các nghiên cứu cho thấy tình trạng thất 
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bại điều trị muộn và xuất hiện các đột biến liên quan đến kháng thuốc 

artemisinin và PPQ ở những khu vực lân cận, phản ánh rõ rệt dấu hiệu kháng 

thuốc. Trong giai đoạn 2016-2017, tỷ lệ thất bại điều trị muộn tại Đắk Nông 

và Bình Phước dao động từ 27% đến 56%. Ngoài ra, các nghiên cứu tại các 

huyện Krông Pa (Gia Lai), Krông Năng và Ea Kar (Đắk Lắk) cũng ghi nhận 

tỷ lệ cao các dấu hiệu kháng artemisinin và PPQ. Nghiên cứu TES năm 2019 

cho thấy tỷ lệ thất bại điều trị muộn là 34% và 68% tại Gia Lai và Đắk Lắk, 

tương ứng [88]. 

Dựa trên một số nghiên cứu tiến hành tại khu vực miền Trung-Tây 

Nguyên, cụ thể là nghiên cứu đánh giá hiệu quả của thuốc DHA-PPQ đối với 

P. falciparum tại huyện Cư Jút, tỉnh Đắk Nông, cho thấy tỷ lệ đáp ứng lâm 

sàng và loại bỏ ký sinh trùng đạt 100%, chứng tỏ hiệu lực của thuốc là rất cao. 

Tuy nhiên, khi đánh giá sau 12 giờ kể từ thời điểm sử dụng DHA-PPQ, tỷ lệ 

ký sinh trùng P. falciparum còn tồn tại vẫn được ghi nhận. Cụ thể, vào ngày 

D3, tỷ lệ ký sinh trùng tồn tại là 15,5%, sau đó giảm xuống còn 7,04% vào 

ngày D3 sau điều trị. Điều này chỉ ra rằng, mặc dù đã điều trị, ký sinh trùng 

vẫn có khả năng tồn tại, làm dấy lên nghi ngờ về tình trạng kháng thuốc tại 

khu vực này[88]. 

Các nghiên cứu tại các điểm ở Gia Lai cho thấy tình trạng đáp ứng 

tương tự như tại Bình Phước và Đắk Nông. Mặc dù khu vực này không giáp 

biên giới và không có sự giao lưu với Campuchia, nhưng vẫn xuất hiện dấu 

hiệu giảm hiệu quả lâm sàng với tỷ lệ KST ngày D3 có xu hướng tăng dần. 

Trong giai đoạn 2007-2008, tỷ lệ đáp ứng lâm sàng và tiêu diệt KST đạt 

100%, không ghi nhận KST tồn tại vào ngày D3. Tuy nhiên, đến năm 2010, 

tại xã Phú Thiện (tỉnh Gia Lai), tỷ lệ đáp ứng lâm sàng và tiêu diệt KST chỉ 

còn 94,8%, trong khi tỷ lệ tồn tại KST ngày D3 tăng lên 11,7%. Năm 2010, 

34 ca tại điểm Kon Chro cho thấy tỷ lệ đáp ứng lâm sàng và tiêu diệt KST là 

100% vào ngày D3, nhưng tỷ lệ tồn tại vào ngày D3 đã tăng lên 3%. Đặc biệt, 

tại huyện Krông Pa, tỷ lệ đáp ứng lâm sàng giảm dần và tỷ lệ tồn tại KST  

ngày D3 lần lượt là 23%, 26,4%, 44,2% và 29,4% [88]. 

Ngoài ra, một số nghiên cứu khác tại khu vực ven biển miền Trung như 

huyện Nam Trà My, Quảng Nam, với 89 ca nhiễm P. falciparum, cho thấy tỷ 

lệ đáp ứng lâm sàng và tiêu diệt KST đạt 97,7%, nhưng tỷ lệ KST tồn tại vào 

ngày D3 vẫn lên đến 29,2%. Nghiên cứu tại huyện Khánh Vĩnh, Khánh Hòa, 
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từ năm 2011 trên 30 ca ghi nhận tỷ lệ đáp ứng lâm sàng và KST đầy đủ là 

100% và không có KST tồn tại vào ngày D3. Tuy nhiên, năm 2014, một 

nghiên cứu trên 46 ca cho thấy tỷ lệ đáp ứng lâm sàng và tiêu diệt KST chỉ 

còn đạt 100% và tỷ lệ KST tồn tại vào ngày D3 là 17,4%. Đến năm 2016, 

nghiên cứu trên 29 ca cho thấy tỷ lệ đáp ứng lâm sàng và tiêu diệt KST là 

96,5%, và tỷ lệ KST tồn tại vào ngày D3 là 6,8% [88]. 

Song song với thử nghiệm TES đánh giá hiệu quả, nghiên cứu phân tử 

kháng thuốc cho thấy các mẫu tại Krông Năng, Đắk Lắk đều có 100% mang 

đột biến C580Y, biểu hiện khả năng kháng artemisinin rõ rệt. Đối với bản sao 

pfpm2/3 72% mẫu mang đột biến này phù hợp với chỉ điểm kháng PPQ, còn 

lại 28% số mẫu không kháng cả hai loại thuốc trên [89]. 

Các số liệu từ tỉnh Quảng Trị chỉ ra rằng một số mẫu có KST không 

mang bản sao của pfpm2/3 nhưng vẫn có đột biến pfK13 hoặc hoặc gia tăng 

bản sao gen pfpm2/3 cùng đột biến không mang tính kháng V520I. Những 

trường hợp này được ghi nhận tại khu vực Tây Nguyên và cho thấy sự đa 

dạng về kiểu gen, mặc dù chúng không mang tính chất kháng thuốc rõ ràng 

khi điều trị bằng phác đồ phối hợp DHA và PPQ [89]. Khu vực Tuy Đức, Đắk 

Nông, tiếp giáp với Bình Phước và Campuchia, là nơi có tỷ lệ đột biến C580Y 

cao, tương đồng với các khu vực biên giới khác có sự lưu hành của kháng 

artemisinin. Đột biến C580Y khởi nguồn từ Pailin (Campuchia), sau đó lan 

rộng đến Champasack (Lào) và tiếp tục đến các khu vực biên giới của Việt 

Nam, bao gồm Bình Phước, Đắk Nông và các tỉnh lân cận. Bên cạnh đó, các 

đột biến như P574L hoặc V520I cũng xuất hiện nhưng với tần suất thấp hơn. 

Tình trạng kháng DHA-PPQ chủ yếu liên quan đến đột biến pfK13 và sự gia 

tăng bản sao pfpm2 tại khu vực miền Trung và Tây Nguyên, và tiếp tục lan 

rộng ra biên giới Campuchia [89]. Tại các tỉnh như Quảng Nam, Đắk Lắk, và 

Thừa Thiên Huế, tỷ lệ đột biến C580Y đã ghi nhận ở 50% số mẫu có biểu 

hiện kháng DHA-PPQ và KST có sự gia tăng bản sao pfpm2 Điều này phản 

ánh sự gia tăng của kháng thuốc trong khu vực và xu hướng lan rộng đến các 

tỉnh phía Nam Việt Nam [89]. 

Theo nghiên cứu của Tạ Thị Tĩnh (2017), so sánh phác đồ điều trị sốt 

rét không biến chứng do P. falciparum giữa DHA-PPQ và AS-PY cho thấy cả 

hai đều có khả năng làm sạch KST thể vô tính với thời gian cắt KST trung 

bình lần lượt là 56 giờ và 60 giờ (p = 0,20). Tại thời điểm 108 giờ sau điều trị, 



110 

 

  

cả hai phác đồ đều đạt hiệu quả lam máu sạch KST hoàn toàn. Mặc dù tại thời 

điểm 24 giờ, phác đồ DHA-PPQ có tỷ lệ giảm KST cao hơn so với AS-PY (p 

= 0,02), nhưng sự khác biệt này không duy trì ở các thời điểm 48 giờ và 72 

giờ, khi cả hai phác đồ cho kết quả tương đương nhau [123]. 

Tỷ lệ bệnh nhân còn dương tính với KST vào ngày D3 của phác đồ 

DHA-PPQ là 21%, cao hơn một chút so với phác đồ AS-PY (18,6%), tuy 

nhiên sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Về tỷ lệ chữa 

khỏi, phác đồ AS-PY cho thấy hiệu quả vượt trội hơn với tỷ lệ đạt 97,9%, 

trong khi phác đồ DHA-PPQ chỉ đạt 78,7% (p = 0,048). Ngoài ra, số lượng 

bệnh nhân tái phát sau điều trị với phác đồ AS-PY ít hơn (dưới 5 trường hợp) 

so với phác đồ DHA-PPQ (11 trường hợp tái phát). Kết quả này chỉ ra rằng 

phác đồ AS-PY có khả năng kiểm soát tái phát và ngăn ngừa tái nhiễm KST 

tốt hơn so với phác đồ DHA-PPQ. Đặc biệt, tỷ lệ tái phát sau 3 ngày điều trị 

liên tiếp của AS-PY thấp hơn đáng kể, cho thấy phác đồ này có khả năng 

ngăn ngừa nguồn bệnh tái phát hiệu quả hơn. Ở ngày D3 và D7 sau điều trị, tỷ 

lệ tái phát của phác đồ AS-PY thấp hơn 5,6 lần so với DHA-PPQ (p < 0,05) 

[123]. Như vậy, AS-PY được chứng minh là một phác đồ điều trị hiệu quả 

hơn trong việc kiểm soát tái phát KST so với DHA-PPQ tại thời điểm đánh 

giá. Tuy nhiên do DHA-PPQ đã được sử dụng trong điều trị sốt rét không 

biến chứng do P. falciparum tại Việt Nam trong một thời gian dài dẫn tới sự 

hình thành các chủng KST kháng artemisinin, PPQ và kết quả giảm hiệu quả 

điều trị sốt rét so với phác đồ khác. 

Theo hướng dẫn của WHO, ngưỡng tỉ lệ thất bại điều trị trong điều trị 

sốt rét được đặt ra như một chỉ số quan trọng trong việc đánh giá và quyết 

định chính sách điều trị [12]. Cụ thể, WHO khuyến nghị rằng nếu tỉ lệ thất bại 

điều trị sốt rét vượt quá 10% trong một nghiên cứu tuân thủ theo protocol của 

WHO thì hướng dẫn điều trị quốc gia nên được xem xét để thay đổi [26]. 

Thêm vào đó, ngay cả khi tỉ lệ thất bại điều trị dưới 10% nhưng nếu có sự 

tăng đột biến rõ ràng trong tỉ lệ thất bại, việc thay đổi chính sách điều trị cũng 

nên được cân nhắc [26]. Ngoài ra, các thuốc điều trị sốt rét được chọn lựa nên 

có tỉ lệ chữa bệnh về mặt ký sinh trùng học lớn hơn 95% để đảm bảo hiệu quả 

điều trị cao. Những nguyên tắc này giúp đảm bảo rằng liệu pháp điều trị sốt 

rét được cập nhật liên tục để phản ánh tình hình kháng thuốc hiện tại, nhằm 

cung cấp điều trị hiệu quả và an toàn nhất cho bệnh nhân. Nhìn chung với dự 
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liệu về kháng thuốc và hiệu quả điều trị trên đều cho thấy sự thay thế phác đồ 

điều trị sốt rét P. falciparum nên được xem xét.  

Trong khi đó, DHA-PPQ đã chứng tỏ có hiệu quả gần như hoàn hảo 

trong các thử nghiệm lâm sàng được thực hiện ở châu Phi [47, 115]. Tại Châu 

Phi, kết quả cho thấy DHA-PPQ có tỉ lệ chữa khỏi cao nhất trong các phác đồ 

ACT, đạt 99,8% vào ngày 28 và 99,6% vào ngày 42 [46]. So với các phác đồ 

khác như AL và AS-AQ. Phác đồ DHA-PPQ vượt trội về tỉ lệ thành công với 

AL đạt 96,8% và AS-AQ đạt 96,3% vào ngày 28. Ngoài ra, DHA-PPQ cũng 

có tỉ lệ phản ứng phụ thấp nhất, chỉ 1,8% so với 6,9% đối với AL và 4,4% đối 

với AS-AQ [46].  

Nghiên cứu giai đoạn 2011 - 2016 đã thu nhận 4.710 bệnh nhân, trong 

đó 1.282 bệnh nhân thuộc nhóm DHA-PPQ và 3.428 bệnh nhân thuộc nhóm 

điều trị đối chứng tại 7 quốc gia châu Phi (như Burkina Faso, Guinea, Mali) 

tập trung vào đối tượng nhiễm KST P. falciparum với mật độ từ 0 - 

200.000/µL máu. Các bệnh nhân được phân ngẫu nhiên vào nhóm sử dụng 

phác đồ DHA-PPQ hoặc các phác đồ so sánh khác như AS-AM, AL. Tất cả 

các phác đồ đều cho thấy hiệu quả tương đương nhau trong việc giảm triệu 

chứng sốt trong 3 ngày đầu, với tỷ lệ bệnh nhân khỏi bệnh được đánh giá vào 

các thời điểm D0, D1, D2, D3, D7, D14, D21, D28 và D42 [124]. Ngoài ra, tỷ 

lệ điều trị AS-AM (95,9%), không có sự khác biệt đáng kể (p > 0,05). Tuy 

nhiên, tỷ lệ tái phát sau điều trị của DHA-PPQ thấp hơn rõ rệt so với AL vào 

thời điểm D42 và D28. Ngoài ra, tỷ lệ âm tính với KST khi đánh giá bằng 

phương pháp PCR của DHA-PPQ đạt 99,5% so với 81,6% của AL [124]. 

Những kết quả này khẳng định rằng DHA-PPQ là một lựa chọn tối ưu 

trong điều trị sốt rét không biến chứng tại Châu Phi, với hiệu quả điều trị vượt 

trội và khả năng dung nạp tốt, góp phần duy trì hiệu quả điều trị và phòng 

ngừa sự phát triển của kháng thuốc sốt rét [124]. 

 Ngoài ra, kể từ năm 2017, Sudan đã cập nhật chính sách điều trị sốt 

rét, ngoài AL làm phác đồ điều trị hàng đầu và DHA-PPQ làm phác đồ điều 

trị thứ hai, phác đồ DHA-PPQ cũng cho thấy hiệu quả rất cao với tỉ lệ thành 

công điều trị đạt 99,1% (95%CI: 97,5–100%) [47]. 

 Nghiên cứu của chúng tôi đã chỉ ra sự tương đồng với các báo cáo 

trước đó, cho thấy hiệu lực điều trị của DHA-PPQ đang giảm dần theo thời 

gian. Bên cạnh đó, tỷ lệ bệnh nhân vẫn còn dương tính với ký sinh trùng sốt 
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rét vào ngày thứ 3 sau điều trị cũng có xu hướng gia tăng. Kết quả phân tích 

chỉ thị phân tử đã củng cố thêm bằng chứng về tình trạng kháng artemisinin 

và PPQ tại khu vực nghiên cứu, cho thấy khả năng kháng thuốc đang lan rộng 

tại Việt Nam. 

 Sự suy giảm hiệu quả điều trị của DHA-PPQ là hệ quả trực tiếp của 

tình trạng kháng thuốc. Điều này nhấn mạnh tầm quan trọng của việc theo dõi 

sát sao tình trạng kháng thuốc thông qua những biến đổi di truyền và đánh giá 

sự thay đổi trong khả năng tác động của các loại thuốc như artemisinin và 

PPQ. Những dữ liệu này đóng vai trò quan trọng trong việc định hướng và 

đưa ra các quyết định quản lý điều trị sốt rét, đặc biệt trong bối cảnh kháng 

thuốc đang trở thành một thách thức nghiêm trọng. 

 Nghiên cứu này giúp các nhà khoa học và quản lý y tế có cơ sở để 

đánh giá lại hiệu quả của phác đồ điều trị hiện tại và xác định xem có cần thay 

đổi hoặc điều chỉnh liệu trình điều trị nhằm đối phó hiệu quả với tình trạng 

kháng thuốc hay không. Việc nắm rõ sự thay đổi trong tính kháng thuốc sẽ là 

chìa khóa để duy trì hiệu quả điều trị và kiểm soát sốt rét bền vững trong 

tương lai 

4.3. Phân tích một số yếu tố liên quan tới hiệu quả của DHA – PPQ trong 

điều trị sốt rét không biến chứng do P.  falciparum  

 Nghiên cứu của chúng tôi cho thấy các yếu tố nhân trắc (tuổi, thể trạng, 

địa điểm nghiên cứu) không ảnh hưởng tới hiệu quả điều trị của DHA-PPQ. 

 Khi phân tích một số đặc điểm về gen trên nhóm bệnh nhân dương tính 

KST cho thấy tất cả các bệnh nhân dương tính với ký sinh trùng vào ngày thứ 

ba sau điều trị đều mang đột biến C580Y trên gen pfK13. Điều này cho thấy 

rằng sự xuất hiện của đột biến C580Y trên gen pfK13 đã làm giảm khả năng 

tiêu diệt ký sinh trùng của DHA-PPQ. 

 Ngoài ra, khi phân tích đặc điểm biến đổi di truyền trên nhóm bệnh 

nhân thất bại điều trị cho thấy nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng sốt rét đột 

biến C580Y trên gen pfK13 có tỉ lệ điều trị thất bại cao hơn (51,2%) so với 

nhóm bệnh nhân không mang đột biến pfK13. Tỷ lệ này là 55% ở nhóm bệnh 

nhân mang ký sinh trùng >1 bản sao gen pfpm2 so với nhóm có 1 bản sao 

(41,7%). Tương tự, nhóm bệnh nhân có KST mang đột biến E415G có tỉ lệ 

điều trị thất bại cao hơn (41,9%) so với nhóm kiểu dại (25%). 
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Các chỉ số trên cho thấy rằng bệnh nhân mang KST có các đột biến 

pfK13 C580Y, E415G hoặc nhiều bản sao pfpm2 đều có xu hướng thất bại 

điều trị cao hơn so với bệnh nhân không mang các đột biến này. Sự suy giảm 

hiệu quả điều trị của DHA-PPQ liên quan tới sự biến đổi di truyền trên các 

gen kháng thuốc khi sử dụng mô hình hồi quy phân tích, cụ thể như sau:  

Kết quả phân tích sau khi hiệu chỉnh bằng các đặc điểm nhân trắc cho 

thấy nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng sốt rét chứa đột biến số lượng bản 

sao gen pfpm2 và C580Y trên pfK13 có mối liên quan với tình trạng điều trị 

thất bại, cụ thể, sau hiệu chỉnh cho thấy OR tăng lên tới 7,78 lần, sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05. Nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng sốt rét 

chứa đột biến số lượng bản sao gen pfpm2>1 bản sao và E415G trên pfEXO 

có mối liên quan với tình trạng điều trị thất bại, cụ thể, sau hiệu chỉnh cho 

thấy OR tăng lên tới 8,12 lần, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05. 

Nhóm bệnh nhân mang ký sinh trùng sốt rét chứa 3 đột biến trên gen pfpm2, 

pfEXO, pfK13 có mối liên quan với tình trạng điều trị thất bại, cụ thể, sau hiệu 

chỉnh cho thấy OR tăng lên tới 7,71 lần, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với 

p<0,05. 

Trong nghiên cứu hiện đại, phương pháp BMA là một công cụ hiệu quả 

trong tiên đoán hiệu quả điều trị và đánh giá nguy cơ thất bại điều trị sốt rét 

dựa trên các biến đổi di truyền ở các gen như pfK13, pfpm2, và pfEXO. Đây là 

các gen có liên quan đến khả năng kháng artemisinin và các dẫn xuất của nó, 

những loại thuốc chính trong điều trị sốt rét hiện nay. Việc sử dụng BMA 

trong lĩnh vực này giúp xử lý bất định về mô hình, vì sự kháng thuốc thường 

liên quan đến nhiều yếu tố di truyền và cách kết hợp của chúng. Một mô hình 

BMA có thể được sử dụng để tích hợp dữ liệu di truyền từ các biến đổi trên 

pfK13, pfpm2, và pfEXO với các yếu tố khác như đáp ứng lâm sàng và đặc 

điểm thể trạng của bệnh nhân. Thay vì dựa vào một mô hình duy nhất để dự 

đoán hiệu quả điều trị, BMA kết hợp tất cả các mô hình tiềm năng bằng cách 

tính toán trọng số dựa trên xác suất hậu nghiệm của từng mô hình. Điều này 

giúp xác định mức độ đóng góp của từng biến đổi gen hoặc tổ hợp gen vào 

khả năng kháng thuốc và hiệu quả điều trị. 

Dựa trên phân tích các chỉ số đánh giá (R², BIC, và xác suất hậu định) 

từ bảng 3.34, mô hình 1 được lựa chọn là mô hình tốt nhất để dự đoán thất bại 

điều trị sốt rét. Mô hình này chỉ sử dụng gen pfK13 C580Y với hệ số là 0,58, 
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cho thấy vai trò quan trọng của yếu tố này trong việc giải thích nguy cơ kháng 

thuốc artemisinin. Mô hình 1 có BIC thấp nhất (-2,7), xác suất hậu định cao 

nhất (39,2%), và R² đạt 0,18, đủ để cung cấp dự đoán đáng tin cậy với cấu 

trúc đơn giản. Mô hình 1, được đánh giá là tốt nhất trong việc dự đoán thất bại 

điều trị sốt rét, mang ý nghĩa quan trọng trong công tác phòng chống bệnh, 

đặc biệt trong bối cảnh gia tăng kháng thuốc. Với việc chỉ sử dụng gen pfK13 

C580Y, mô hình này đơn giản, dễ triển khai, nhưng vẫn cung cấp thông tin 

quan trọng về nguy cơ kháng artemisinin – loại thuốc chủ chốt trong liệu pháp 

phối hợp điều trị sốt rét. Nhờ khả năng dự đoán hiệu quả điều trị đáng tin cậy, 

mô hình hỗ trợ các cơ quan y tế trong việc phát hiện sớm các khu vực xuất 

hiện kháng thuốc, từ đó kiểm soát sự lan rộng của tình trạng này. Đồng thời, 

tính đơn giản của mô hình giúp tối ưu hóa nguồn lực, giảm chi phí xét 

nghiệm, và tăng khả năng tiếp cận tại các vùng lưu hành sốt rét có điều kiện 

hạn chế. Ngoài ra, mô hình cũng cung cấp dữ liệu quan trọng để hỗ trợ hoạch 

định chiến lược điều trị, cho phép điều chỉnh kịp thời liệu pháp phù hợp khi tỷ 

lệ đột biến pfK13 tăng cao. Tuy nhiên, mô hình này chưa bao gồm các yếu tố 

bổ sung như pfpm2 hoặc pfEXO, vốn đóng vai trò trong các trường hợp thất 

bại điều trị phức tạp hơn, đặc biệt khi sử dụng liệu pháp phối hợp. Dù vậy, 

với tính hiệu quả và khả năng áp dụng thực tiễn, mô hình 1 vẫn là công cụ 

quan trọng trong giám sát kháng thuốc, góp phần giảm gánh nặng sốt rét và 

cải thiện hiệu quả phòng chống bệnh trên toàn cầu. 

 Trong khi đó, mô hình 2, với sự kết hợp của gen pfK13 C580Y và 

pfpm2 (>1 bản sao), đóng vai trò quan trọng trong công tác phòng chống sốt 

rét, đặc biệt trong bối cảnh kháng thuốc liên quan đến liệu pháp ACT. Mô 

hình này cải thiện khả năng dự đoán nguy cơ thất bại điều trị so với mô hình 

1, khi đạt R² là 0,253 (so với 0,18 ở mô hình 1), nghĩa là nó giải thích được 

25,3% sự biến đổi trong hiệu quả điều trị. Sự bổ sung gen pfpm2 làm tăng khả 

năng phát hiện nguy cơ kháng PPQ, một loại thuốc thường được kết hợp với 

artemisinin trong điều trị sốt rét. Điều này đặc biệt hữu ích tại các khu vực lưu 

hành sốt rét nặng, nơi mà thất bại điều trị ACT có thể là mối đe dọa nghiêm 

trọng. 

Vai trò của mô hình 2 trong phòng chống sốt rét nằm ở khả năng hỗ trợ 

giám sát đồng thời cả kháng artemisinin (thông qua pfK13) và kháng PPQ 

(thông qua pfpm2). Việc này giúp các cơ quan y tế nhanh chóng phát hiện và 
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quản lý các trường hợp kháng thuốc phức tạp hơn. Ngoài ra, mô hình 2 còn 

cung cấp thông tin quan trọng cho việc xây dựng các chiến lược thay thế 

thuốc, đặc biệt khi sự kết hợp của các liệu pháp phối hợp không còn hiệu quả. 

Tuy nhiên, mô hình này cũng có một số hạn chế. BIC của mô hình 2 cao hơn 

(-2,17 so với -2,7 của mô hình 1), cho thấy chi phí phức tạp của việc bổ sung 

thêm biến số pfpm2. Xác suất hậu định của mô hình 2 (29,7%) cũng thấp hơn 

mô hình 1 (39,2%), điều này chỉ ra rằng mức độ tin cậy của mô hình thấp hơn 

một chút. Ngoài ra, việc xét nghiệm pfpm2 yêu cầu nhiều nguồn lực hơn, 

khiến mô hình 2 khó triển khai ở các khu vực có nguồn lực hạn chế. Tóm lại, 

mô hình 2 có vai trò quan trọng trong các chương trình giám sát kháng thuốc 

và quản lý điều trị sốt rét, đặc biệt ở những nơi mà kháng piperaquine và 

artemisinin đang gia tăng. Tuy nhiên, mô hình này phù hợp hơn với bối cảnh 

nghiên cứu chuyên sâu hoặc tại các vùng có nguồn lực đủ để thực hiện các xét 

nghiệm phức tạp hơn. Sự kết hợp giữa mô hình 1 và mô hình 2 có thể tạo nên 

một công cụ toàn diện, cân bằng giữa tính đơn giản, chi phí và hiệu quả trong 

phòng chống sốt rét. 

Điểm đáng lưu ý, mặc dù đột biến E415G thuộc gen pfEXO có thể được 

sử dụng như một chỉ điểm trong theo dõi kháng PPQ, nhưng nó không đóng 

vai trò quan trọng trong việc dự đoán hiệu quả điều trị sốt rét. Trong các mô 

hình phân tích, E415G chỉ xuất hiện ở mô hình 4 và 5 với hệ số hồi quy thấp 

(0,07 và 0,09), cho thấy tác động rất nhỏ đến khả năng thất bại điều trị. Điều 

này chỉ ra rằng đột biến E415G chủ yếu mang tính bổ trợ, không có sức ảnh 

hưởng lớn như các yếu tố chính như pfK13 C580Y hoặc pfpm2 (>1 bản sao). 

R² của các mô hình có E415G (18,3% ở mô hình 4 và 25,8% ở mô hình 5) chỉ 

tăng nhẹ so với các mô hình không có đột biến này, nhưng lại đi kèm với BIC 

cao hơn và xác suất hậu định thấp hơn, làm giảm tính thực tiễn. Do đó, mặc 

dù E415G có thể cung cấp thông tin bổ sung về cơ chế kháng thuốc, nó không 

đủ mạnh để được sử dụng độc lập hoặc làm yếu tố chính trong việc dự đoán 

hiệu quả điều trị. Thay vào đó, các chỉ điểm khác như pfK13 và pfpm2 vẫn là 

lựa chọn tối ưu trong giám sát và quản lý sốt rét. 

Tuy nhiên mô hình có hạn chế như các mô hình có giá trị hệ số chặn 

khác nhau, với giá trị từ 0,00 đến -0,27, phản ánh sự thay đổi trong giá trị cơ 

bản của biến kết quả (thất bại điều trị) khi không có đột biến gen nào hiện 

diện. Mô hình 1 có hệ số chặn bằng 0,00, trong khi mô hình 2 có hệ số chặn 
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âm (-0,16), cho thấy sự thay đổi của kết quả điều trị giữa các mô hình là 

không đồng nhất. Điều này có thể ảnh hưởng đến khả năng so sánh và áp 

dụng các mô hình trong thực tế, đặc biệt là khi không có đột biến gen nào 

được xét đến. Mô hình 3 chỉ sử dụng 0 biến (không có đột biến gen nào được 

đưa vào), điều này có thể làm giảm khả năng giải thích sự biến thiên của kết 

quả điều trị. Trong khi đó, mô hình 1, 4, và 5 sử dụng 1 hoặc 2 biến, điều này 

có thể khiến cho các mô hình này không phản ánh hết được các yếu tố khác 

có thể ảnh hưởng đến kết quả điều trị. Việc hạn chế số lượng biến có thể làm 

giảm tính tổng quát và độ chính xác của mô hình. Giá trị R² trong các mô hình 

chỉ dao động từ 0 đến 0,258, cho thấy mô hình chỉ giải thích một phần nhỏ sự 

biến thiên của kết quả điều trị. Mặc dù mô hình 2 có R² cao nhất (0,253), 

nhưng vẫn còn một lượng lớn sự biến thiên chưa được giải thích. Điều này chỉ 

ra rằng có thể còn những yếu tố quan trọng khác ngoài các đột biến gen được 

xét đến trong mô hình, chưa được đưa vào phân tích, làm giảm khả năng dự 

đoán và tổng quát của mô hình. 

Tuy nhiên, mô hình này vẫn được chấp nhận và sử dụng trong nghiên 

cứu vì mô hình vẫn cung cấp cái nhìn rõ ràng về sự ảnh hưởng của các đột 

biến gen, như pfK13 và pfpm2, đến kết quả điều trị, qua đó đóng góp vào việc 

hiểu rõ hơn cơ chế kháng thuốc của ký sinh trùng sốt rét. Hơn nữa, mặc dù 

xác suất hậu định thấp ở một số mô hình, nhưng mô hình 1 với xác suất hậu 

định cao nhất (0,392) vẫn cho thấy giá trị trong việc dự đoán kết quả điều trị 

và hỗ trợ ra quyết định lâm sàng. Do đó, mặc dù có một số hạn chế, mô hình 

vẫn là công cụ hữu ích trong việc nghiên cứu và dự đoán hiệu quả điều trị, 

đồng thời mở ra hướng phát triển cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Trong thực tế, dòng ký sinh trùng nổi tiếng mang dạng đột biến trên 

phổ biến tại GMS được gọi là dòng phối hợp KEL1/PLA1 đóng vai trò quan 

trọng trong hiệu quả điều trị của thuốc DHA-PPQ [7, 82, 87, 103]. Sự xuất 

hiện của dòng này liên quan mật thiết đến sự kháng DHA-PPQ, khi mà ký 

sinh trùng thuộc dòng này có khả năng sống sót và tiếp tục phát triển ngay cả 

khi được điều trị bằng DHA-PPQ. Điều này dẫn đến thất bại trong điều trị và 

góp phần vào sự lan rộng của sốt rét kháng thuốc trong khu vực. Dòng phối 

hợp KEL1/PLA1 đóng vai trò quan trọng trong việc kháng DHA-PPQ, làm 

giảm hiệu quả của thuốc này trong điều trị sốt rét và gây ra những thách thức 

lớn cho việc kiểm soát và loại trừ bệnh sốt rét trong khu vực [87, 103]. 



117 

 

  

Nhìn chung, có nhiều nghiên cứu xây dựng mô hình đánh giá vai trò 

gen với hiệu quả điều trị của DHA-PPQ. Nghiên cứu của Van der Pluijm và 

cộng sự đã xây dựng mô hình hồi quy đa biến với ba dấu hiệu di truyền chính 

ảnh hưởng đến hiệu quả điều trị sốt rét bằng DHA-PPQ bao gồm trạng thái 

đột biến pfK13, các đột biến trên gen crt, và tình trạng gia tăng bản sao của 

pfpm2/3 [5]. Kết quả cho thấy, sự gia tăng bản sao của pfpm2/3 được xác định 

là có liên quan độc lập đến thất bại điều trị với HR (hazard ratio) là 2,620 (p < 

0,001). như vậy sự gia tăng bản sao pfpm2 này làm giảm hiệu quả của DHA-

PPQ trong việc tiêu diệt ký sinh trùng sốt rét [5]. 

Bốn đột biến trong gen pfcrt (T93S, H97Y, F145I, và I218F) cũng liên 

quan mạnh mẽ đến thất bại điều trị, Cụ thể, HR cho các đột biến T93S, T93S, 

F145I, và I218F) lần lượt là 2,713 (p = 0,004); 1,923 (p = 0,034); 2,353 (p = 

0,009), và 2,167 (p = 0,015), cho thấy các đột biến này thay đổi cấu trúc của 

protein CRT, làm giảm khả năng của PPQ trong việc tiêu diệt ký sinh trùng, 

Đặc biệt, đột biến F145I còn liên quan đến nồng độ PPQ cao hơn trong huyết 

tương vào thời điểm ban đầu và ngày thứ 7, cho thấy nó có thể làm giảm tốc 

độ thải loại thuốc và tăng khả năng kháng thuốc [5].  

Nghiên cứu này cũng cho thấy, mặc dù đột biến C580Y phổ biến trong 

khu vực nghiên cứu và được xác định là dấu hiệu của kháng artemisinin, nó 

không cho thấy mối liên hệ độc lập với thất bại điều trị trong mô hình hồi quy 

đa biến, HR cho đột biến C580Y là 3,863 (p = 0,060) trong phân tích trước 

hiệu chỉnh và 0,632 (p = 0,580) sau khi điều chỉnh, không đạt mức ý nghĩa 

thống kê. Điều này có thể do tỉ lệ cao các ký sinh trùng mang đột biến pfK13 

C580Y, làm giảm khả năng phân biệt ảnh hưởng riêng của đột biến này khi có 

sự hiện diện của các yếu tố di truyền khác như nhân đôi pfpm2/3 và các đột 

biến trên gen pfcrt. Mô hình hồi quy đa biến cho thấy rằng tình trạng nhân đôi 

pfpm2/3 3 và các đột biến trên gen pfcrt có vai trò quan trọng và độc lập trong 

thất bại điều trị bằng DHA-PPQ, trong khi đột biến pfK13 C580Y không duy 

trì mối liên hệ độc lập với thất bại điều trị [5]. 

Trong nghiên cứu của Witkowski và cộng sự về hiệu quả của điều trị 

bằng DHA-PPQ đối với 725 bệnh nhân sốt rét tại Campuchia, các kết quả 

quan trọng đã được ghi nhận [15]. Trong số 443 bệnh nhân mang đột biến 

pfK13, có 116 bệnh nhân (26,2%) thất bại trong điều trị bằng DHA-PPQ vào 

ngày 42. Ngược lại, chỉ có 3 bệnh nhân (1,1%) trong số 282 bệnh nhân không 
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mang đột biến này gặp thất bại trong điều trị. Điều này cho thấy sự hiện diện 

của đột biến pfK13 có liên quan mạnh mẽ đến việc thất bại trong điều trị, với 

tỉ lệ nguy cơ tương đối (RR) là 24,6 [95%CI 7,9-76,7], p<0,0001 [15]. 

Một bản sao của gen pfmdr1 được phát hiện trong 610 mẫu bệnh phẩm 

(chiếm 84,1%) trên tổng số 725 mẫu. Trong số các bệnh nhân mang ký sinh 

trùng có một bản sao pfmdr1, có 112 trường hợp (18,4%) thất bại trong điều 

trị DHA-PPQ. Ngược lại, trong số 115 bệnh nhân mang ký sinh trùng có 

nhiều bản sao pfmdr1, chỉ có 7 trường hợp (6,1%) gặp thất bại trong điều trị. 

Tỉ lệ RR là 3,0 [95%CI 1,4-6,3], với p=0,003[15]. 

 Sau khi hiệu chỉnh các yếu tố đột biến pfK13 và gen pfmdr1, số bản 

sao pfpm2 vẫn là chỉ số phân tử quan trọng nhất liên quan đến thất bại điều trị 

DHA-PPQ với HR hiệu chỉnh (aHR) là 20,4 [95%CI 9,1-45,5], p<0,0001. Tỉ 

lệ thất bại tích lũy của điều trị DHA-PPQ trong các bệnh nhân mang ký sinh 

trùng kháng artemisinin (có đột biến pfK13) tăng đáng kể khi số bản sao 

pfpm2 tăng lên. Cụ thể, so với các bệnh nhân không có bản sao pfpm2, những 

bệnh nhân có từ hai bản sao trở lên có nguy cơ thất bại điều trị cao hơn 3,3 

lần ([95%CI 1,8-6,0])[15]. Như vậy, theo nghiên cứu của Witkowski và cộng 

sự, số bản sao pfpm2 vẫn là chỉ số quan trọng liên quan đến thất bại điều trị 

DHA-PPQ. Điều này có nghĩa là sự gia tăng số bản sao pfpm2 là một yếu tố 

dự báo độc lập và mạnh mẽ về thất bại điều trị, không bị ảnh hưởng bởi sự 

hiện diện của đột biến pfK13 hoặc gen pfmdr1 [15]. 

Nghiên cứu của Amato và cộng sự đã chỉ ra rằng các chỉ thị phân tử 

kháng PPQ có thể dự đoán hiệu quả điều trị bằng DHA-PPQ [16]. Đầu tiên là 

đột biến E415G, một biến thể di truyền gây ra thay đổi trong gen pfEXO. Các 

mẫu mang đột biến này chỉ có tỉ lệ sống sót sau 63 ngày điều trị là 38%, so 

với 93% ở các mẫu không mang đột biến này. Thứ hai là sự khuếch đại gen 

pfpm2, các mẫu mang sự khuếch đại này có tỉ lệ sống sót sau 63 ngày điều trị 

là 41%, so với 95% ở các mẫu không có sự khuếch đại này [16]. Thêm vào 

đó, kết quả nghiên cứu cho thấy rằng các đột biến E415G và sự gia tăng số 

bản sao pfpm2 liên quan đến việc tăng nồng độ IC50 của PPQ và tỉ lệ sống sót 

cao hơn trong xét nghiệm PSA, điều này có ảnh hưởng trực tiếp đến sự tái 

phát của ký sinh trùng sau khi điều trị bằng DHA-PPQ. Trong 241 mẫu có dữ 

liệu lâm sàng, 133 mẫu mang đột biến E415G và sự gia tăng số bản sao pfpm2 

có tỉ lệ tái phát ký sinh trùng cao hơn nhiều. Chỉ số nguy cơ điều chỉnh của tái 
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phát ký sinh trùng là 13,4 lần (95%CI: 5,3-33,5) đối với đột biến E415G và 

16,7 lần (95%CI: 5,8-48,1) đối với sự gia tăng số bản sao pfpm2. Ngay cả khi 

chỉ xét các mẫu mang đột biến pfK13, chỉ số aHR của sự gia tăng số bản sao 

pfpm2 vẫn có ý nghĩa (p=8,6×10^-3, aHR=5,2, 95%CI: 1,5-17,7), cho thấy sự 

gia tăng số bản sao pfpm2 có thể độc lập ảnh hưởng đến kháng PPQ và gây 

thất bại điều trị [16]. 

Như vậy, các biến đổi di truyền trên các gen kháng thuốc của ký sinh 

trùng sốt rét có thể được sử dụng như chỉ thị phân tử cho thất bại điều trị, từ 

đó phát triển các phương pháp điều trị hiệu quả hơn và chiến lược kiểm soát 

bệnh tốt hơn. Việc hiểu rõ các biến đổi di truyền này cũng hỗ trợ trong việc 

thiết kế các thử nghiệm lâm sàng và phát triển các thuốc mới nhằm đối phó 

với các chủng ký sinh trùng kháng thuốc. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 
 

KẾT LUẬN 

Sau khi nghiên cứu 421 bệnh nhân sốt rét không biến chứng do P. 

falciparum tại 4 tỉnh: Bình Phước, Đắk Nông, Gia Lai và Đắk Lắk từ tháng 8 

năm 2018 tới tháng 3 năm 2023 chúng tôi đưa ra một số kết luận sau: 

- Đã nghiên cứu đánh giá được sự biến đổi di truyền và tần suất đột biến của 

một số gen kháng thuốc ở ký sinh trùng sốt rét P. falciparum.  

o Trong đó, đột biến C580Y trên gen pfK13 chiếm 91,3% và phổ biến 

nhất ở cả 4 tỉnh nghiên cứu.  

o Trên gen pfpm2, có số lượng bản sao tăng cao (51,0%).  

o Đột biến E415G trên pfEXO chiếm 76,1% trên tổng số mẫu nghiên 

cứu.  

o Sự lưu hành đột biến đơn và phức hợp các đột biến kháng thuốc có 

khác nhau ở một số tỉnh có bệnh sốt rét lưu hành.  

- Đã đánh giá được hiệu quả điều trị của DHA – PPQ trong điều trị sốt rét 

không biến chứng do P. falciparum.  

o DHA-PPQ suy giảm khả năng loại từ trừ ký sinh trùng sốt rét và 

ngăn ngừa tái phát với tỷ lệ D3 dương tính 21,7%, tỷ lệ tái phát tích 

luỹ 22,6%. 

o Tỉ lệ khỏi bệnh thấp, ở Bình Phước và Đắk Nông lần lượt là 47,7% và 

57,9%. Không xuất hiện thất bại ký sinh trùng sớm, tỷ lệ thất bại ký 

sinh trùng muộn lần lượt là 31,8% tại Bình Phước và 5,3% tại Đắk 

Nông. 

- Đã phân tích được một số yếu tố liên quan tới hiệu quả của DHA – PPQ 

trong điều trị sốt rét không biến chứng do P. falciparum. 

o Các yếu tố về nhân khẩu học như độ tuổi, giới tính và thể trạng bệnh 

nhân và địa điểm nghiên cứu không ảnh hưởng tới kết quả điều trị 

o  Sự biến đổi di truyền trên gen kháng thuốc có liên quan đến thất bại 

điều trị, đặc biệt là các đột biến C580Y, E415G và số lượng bản sao 

pfpm2, với nguy cơ thất bại điều trị tăng từ 7,71 đến 8,12 lần so với 

bệnh nhân có ký sinh trùng không mang đột biến. 
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KIẾN NGHỊ 

Tăng cường theo dõi các đột biến di truyền của ký sinh trùng sốt rét, 

đặc biệt là các đột biến trên các gen pfpm2, pfEXO, và pfK13. Điều này có thể 

bao gồm việc triển khai các chương trình giám sát di truyền trên diện rộng để 

xác định sự phân bố và tần suất của các đột biến này. 

Đánh giá ảnh hưởng của di dân và giao lưu giữa các vùng miền là nhân 

tố và nguy cơ lây lan kháng thuốc sốt rét, đặc biệt với ký sinh trùng sốt rét  P. 

falciparum. 
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PHỤ LỤC 3: 

QUY TRÌNH XÁC ĐỊNH KÝ SINH TRÙNG SỐT RÉT  

P. FALCIPARUM BẰNG LAM MÁU SOI KÍNH HIỂN VI 

 

1. MỤC ĐÍCH VÀ PHẠM VI ÁP DỤNG 

Quy trình này mô tả cách phát hiện và xác định chính xác ký sinh trùng sốt rét 

trong các tiêu bản máu nhuộm Giemsa bằng kính hiển vi. Tất cả các quy trình nêu ra 

đều là bắt buộc đối với tất cả các kỹ thuật viên kiểm tra sốt rét tại phòng thí nghiệm 

tham chiếu quốc gia, phòng thí nghiệm bệnh viện hoặc phòng thí nghiệm cơ sở y tế có 

thực hiện kiểm tra sốt rét. 

2. CƠ SỞ 

Việc xác định loại và giai đoạn của ký sinh trùng sốt rét và xác định mật độ ký 

sinh trùng là rất quan trọng trong việc quản lý lâm sàng bệnh nhân sốt rét, thử nghiệm 

hiệu quả thuốc, khảo sát dịch tễ học và các chương trình kiểm soát sốt rét. Do đó, chẩn 

đoán sốt rét dựa trên việc kiểm tra tiêu bản máu cần phải chính xác và số lượng ký 

sinh trùng phải được xác định một cách chính xác. 

3. DỤNG CỤ, VẬT LIỆU VÀ THIẾT BỊ 

- Kính hiển vi quang học, có mắt kính kép 10x, vật kính 10x, 40x và 100x, cùng 

bàn để tiêu bản cơ học (Có thể lắp thêm một vật kính đánh dấu hoặc vật kính 

60x); 

- Tiêu bản máu nhuộm Giemsa để kiểm tra; 

- Dầu soi, loại A, chất lượng cao; 

- Giấy lau kính; 

- Bút và bút chì; 

- Sổ đăng ký hoặc sổ ghi chép kết quả kiểm tra sốt rét; 

4. QUY TRÌNH THỰC HIỆN 

4.1. Kiểm tra tiêu bản máu dày 

- Đặt tiêu bản máu nhuộm Giemsa trên bàn tiêu bản của kính hiển vi, sao cho 

nhãn tiêu bản ở bên trái và phần máu dày nằm dưới vật kính 10x; 

- Bật kính hiển vi và điều chỉnh ánh sáng sao cho phù hợp; 

- Đặt một giọt dầu soi lên phần máu dày; 



- Quét qua tiêu bản và chọn một phần tiêu bản được nhuộm đều; 

- Chuyển sang vật kính dầu 100x và để vật kính tiếp xúc với dầu; 

- Sử dụng núm điều chỉnh tinh để lấy nét vào tiêu bản. 

4.2. Xác định tiêu bản máu dày có chứa ký sinh trùng sốt rét và nhận diện loại ký 

sinh trùng 

- Tiếp tục kiểm tra tiêu bản trong ít nhất 100 trường quan sát bằng vật kính 100x; 

- Kiểm tra tối thiểu 100 trường quan sát trước khi kết luận không phát hiện ký 

sinh trùng sốt rét; 

- Nếu phát hiện ký sinh trùng, tiếp tục kiểm tra thêm 100 trường quan sát để đảm 

bảo không bỏ sót nhiễm trùng hỗn hợp; 

- Luôn kiểm tra tiêu bản máu mỏng để xác nhận loại ký sinh trùng; 

- Xác định tất cả các loại ký sinh trùng và giai đoạn quan sát được, sau đó ghi 

vào sổ ghi chép kiểm tra sốt rét. 

4.3. Kiểm tra tiêu bản máu mỏng để xác nhận loại ký sinh trùng và nhiễm trùng 

hỗn hợp 

- Để xác nhận loại ký sinh trùng hoặc nhiễm trùng hỗn hợp sau khi kiểm tra tiêu 

bản máu dày, kiểm tra tiêu bản máu mỏng; 

- Đặt một giọt dầu soi lên phần rìa mỏng của tiêu bản; 

- Chuyển từ vật kính 10x sang vật kính dầu 100x và lấy nét vào tiêu bản; 

- Kiểm tra phần rìa của tiêu bản máu mỏng, nơi các tế bào máu đỏ nằm cạnh 

nhau với mức độ chồng lấp tối thiểu; 

- Tiếp tục kiểm tra tiêu bản máu mỏng cho đến khi xác nhận được sự hiện diện 

và loại ký sinh trùng sốt rét. Ghi lại tất cả các loại ký sinh trùng và giai đoạn 

quan sát được vào sổ ghi chép kiểm tra sốt rét. 

5. LƯU Ý 

Có thể tiến hành đếm ký sinh trùng trên tiêu bản máu mỏng nếu không có tiêu 

bản máu dày hoặc nếu tiêu bản máu dày bị nhuộm kém hoặc bị hỏng. Khi số lượng ký 

sinh trùng vượt quá 100 ký sinh trùng trong mỗi trường quan sát bằng vật kính dầu 

trên tiêu bản máu dày, nên sử dụng tiêu bản máu mỏng để tính mật độ ký sinh trùng. 
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PHỤ LỤC 4 

QUY TRÌNH ĐẾM MẬT ĐỘ KÝ SINH TRÙNG SỐT RÉT 

 

I. MỤC ĐÍCH VÀ PHẠM VI 

Quy trình này mô tả cách đếm mật độ ký sinh trùng sốt rét. Tất cả các thủ tục 

trong quy trình này là bắt buộc đối với các chuyên viên soi ký sinh trùng tại các phòng 

thí nghiệm tham chiếu quốc gia, phòng thí nghiệm bệnh viện hoặc các cơ sở y tế thực 

hiện việc soi ký sinh trùng sốt rét. 

II. DỤNG CỤ, VẬT LIỆU VÀ TRANG THIẾT BỊ 

 Kính hiển vi với thị kính 10x và vật kính 10x, 40x và 100x, có bàn cơ học. 

 Máy đếm nhiều khóa hoặc máy đếm hai khóa (một để đếm ký sinh trùng, một 

để đếm bạch cầu). 

 Phiến kính máu đã nhuộm Giemsa. 

 Dầu soi loại A. 

 Giấy lau kính. 

 Bút chì, bút bi. 

 Máy tính cầm tay. 

III. QUY TRÌNH THỰC HIỆN 

3.1. Đếm Ký Sinh Trùng Trên Phiến Máu Dày 

1. Đặt phiến kính lên bàn soi kính hiển vi với nhãn nằm ở bên trái. 

2. Kiểm tra mẫu dưới vật kính 10x để tìm phần phiến có số lượng bạch cầu phân 

bố đều và nhuộm màu tốt. 

3. Nhỏ một giọt dầu soi lên khu vực máu dày, tránh để đầu nhỏ tiếp xúc trực tiếp 

với lam kính. 

4. Chuyển sang vật kính 100x (dầu soi) và sử dụng núm chỉnh tinh để lấy nét rõ. 

5. Đếm ký sinh trùng: 

o Bắt đầu từ góc trên bên trái của phiến máu, di chuyển từng trường một 

theo chiều ngang. 

o Khi đếm, sử dụng máy đếm để ghi lại số lượng ký sinh trùng và bạch cầu 

trong mỗi trường. 

  



6. Dừng đếm: 

o Nếu đã đếm được ≥ 100 ký sinh trùng trong 200 bạch cầu, dừng lại và 

ghi nhận số ký sinh trùng/200 bạch cầu. 

o Nếu đã đếm ≤ 99 ký sinh trùng trong 500 bạch cầu, dừng lại và ghi nhận 

số ký sinh trùng/500 bạch cầu. 

7. Ghi kết quả vào sổ xét nghiệm. 

Công thức tính mật độ ký sinh trùng trên phiến máu dày: 

Mật độ ký sinh trùng sốt rét (Ký sinh trùng/µl máu) = 
                                   

                           
 

3. 2. Đếm Ký Sinh Trùng Trên Phiến Máu Mỏng 

1. Đặt phiến kính lên bàn soi với nhãn ở bên trái. 

2. Nhỏ một giọt dầu soi lên phần mỏng nhất của phiến máu. 

3. Chuyển sang vật kính 100x (dầu soi) và điều chỉnh độ nét. 

4. Đếm ký sinh trùng: 

o Bắt đầu từ mép mỏng của phiến, nơi các tế bào hồng cầu nằm rải rác và 

không chồng chéo. 

o Đếm số lượng hồng cầu nhiễm ký sinh trùng và hồng cầu không nhiễm 

ký sinh trùng trong 20 trường nhìn (khoảng 5000 hồng cầu). 

5. Ghi kết quả vào sổ xét nghiệm. 

Công thức tính mật độ ký sinh trùng trên phiến máu mỏng: 

Mật độ ký sinh trùng sốt rét (Ký sinh trùng/µl máu) = 

                                         

                            
 

 

4. Ghi Nhận Kết Quả: 

 Ghi lại số lượng ký sinh trùng và bạch cầu (hoặc hồng cầu) đã đếm được trên 

phiếu xét nghiệm. 

 Báo cáo kết quả theo đúng quy định trong quy trình của phòng thí nghiệm để 

đảm bảo tính chính xác và khách quan của kết quả xét nghiệm. 

 



PHỤ LỤC 5
QUY TRÌNH LẤY MÃU BỆNH NHÂN VÀO GIẤY LỌC WHATMAN

1. Mục đích và phạm vi

Quy trình này nhằm mô tả cách chuẩn bị mẫu máu khô trên giấy lọc, phù hợp cho

việc phân tích DNA. Quy trình này chỉ được điều chỉnh với sự phê duyệt của điều phối

viên quốc gia về đảm bảo chất lượng xét nghiệm sốt rét.

Tất cả các bước trong quy trình này là bắt buộc đối với nhân viên xét nghiệm sốt

rét làm việc tại phòng xét nghiệm tham chiếu quốc gia, phòng xét nghiệm bệnh viện

hoặc phòng xét nghiệm y tế cơ bản có thực hiện xét nghiệm sốt rét.

Chỉ thu thập mẫu máu toàn phần đối với các bệnh nhân đã được xác định đơn

nhiễm ký sinh trùng P. falciparum bằng kỹ thuật soi lam máu bằng kính hiển vi.

2. Bối cảnh

Xét nghiệm acid nucleic bằng phản ứng chuỗi polymerase (PCR) nhạy hơn

trong chẩn đoán sốt rét so với phương pháp soi kính hiển vi, đặc biệt trong trường hợp

nhiễm trùng hỗn hợp và có mật độ ký sinh trùng thấp. Một số mẫu trong phòng thí

nghiệm có thể cần phân tích bằng PCR để xác nhận loài và tình trạng nhiễm trùng hỗn

hợp. Các vết máu được thu thập trên giấy lọc cũng có thể được sử dụng để xác định

kiểu gen ký sinh trùng, phân biệt tái phát tái nghiễm ký sinh trùng trong nghiên cứu in

vivo về hiệu lực điều trị sốt rét

3. Vật tư, nguyên liệu và thiết bị cần thiết

- Giấy lọc (Whatman FTA, Whatman 2 hoặc 3 hoặc Whatman 903) để phân tích

kiểu gen và huyết thanh học.

- Micropipette có dung tích 20–200 µL và các đầu tip dùng một lần.

- Túi nhựa ziplock, một túi cho mỗi bệnh nhân.

- Chất hút ẩm không chứa cobalt chloride (có thể sử dụng loại hút ẩm còn dư từ

các túi xét nghiệm nhanh đã mở gần đây, nhưng phải không có thay đổi màu

sắc; nếu không, cần mua chất hút ẩm từ thị trường).

- Máu toàn phần tươi hoặc máu có chất chống đông (EDTA, natri citrat, citrate

dextrose hoặc heparin).

- Tủ lạnh ở nhiệt độ 4°C (để bảo quản mẫu cần xét nghiệm trong vòng 4 tuần).



- Tủ đông ở nhiệt độ –20°C (để bảo quản mẫu cần xét nghiệm trong vòng 3 

tháng). 

- Tủ đông sâu ở nhiệt độ –80°C (để bảo quản mẫu cần xét nghiệm trong hơn 1 

năm). 

4. Quy trình thực hiện 

Ghi nhãn giấy lọc: 

- Ghi nhãn giấy lọc bằng mã phòng thí nghiệm, mã bệnh nhân hoặc ngày lấy mẫu 

máu. Có thể ghi thêm tên viết tắt của kỹ thuật viên thu thập mẫu. 

Đối với thẻ Whatman FTA: 

- Dùng pipette hút 125 µL máu (cho mỗi vòng tròn 2,54 cm) từ ống thu thập 

máu, rồi nhỏ vào khu vực vòng tròn in trên thẻ. Đảm bảo không để mẫu máu 

tràn ra ngoài và không chà hoặc bôi máu lên thẻ. 

Đối với giấy lọc Whatman 2, 3 hoặc 903: 

- Hút 0–50 µL máu từ ống thu thập máu, rồi nhỏ vào khu vực chỉ định trên giấy. 

Chuẩn bị hai hoặc ba vết máu cho mỗi bệnh nhân. 

Lưu trữ mẫu: 

- Các mẫu trên giấy lọc có thể được lưu trữ ngay lập tức ở nhiệt độ phòng. 

Làm khô mẫu: 

- Nếu cần xét nghiệm ngay sau khi lấy mẫu, để mẫu khô trong ít nhất 1 giờ ở 

nhiệt độ phòng trước khi cho vào túi nhựa ziplock. Không dùng nhiệt để rút 

ngắn thời gian khô. 

Thêm chất hút ẩm: 

- Cho chất hút ẩm vào trong mỗi túi ziplock chứa mẫu giấy lọc để bảo quản và 

vận chuyển ở nhiệt độ phòng. 

Kiểm tra điều kiện bảo quản: 

- Đảm bảo điều kiện bảo quản hoàn toàn khô ráo. Thường xuyên kiểm tra chất 

hút ẩm và thay mới nếu cần. 



Bảo quản mẫu trong tủ lạnh hoặc tủ đông: 

- Nếu mẫu được xét nghiệm trong vòng 4 tuần, bảo quản ở nhiệt độ 4°C. Đối với 

thời gian bảo quản lâu hơn, bảo quản ở nhiệt độ –20°C hoặc –80°C. 

5. Lưu ý khi thực hiện 

- Luôn đeo găng tay để tránh làm nhiễm bẩn giấy lọc. 

- Áp dụng các biện pháp phòng ngừa chuẩn và sử dụng đầy đủ thiết bị bảo hộ cá 

nhân như áo khoác hoặc áo choàng phòng thí nghiệm. 

- Bảo quản mẫu trong tủ lạnh ở nhiệt độ 4°C nếu xét nghiệm được tiến hành 

trong vòng 4 tuần sau khi thu thập. 

- Bảo quản mẫu ở nhiệt độ –20°C nếu xét nghiệm được tiến hành trong vòng 3 

tháng. 

- Bảo quản mẫu trong tủ đông sâu ở nhiệt độ –80°C nếu cần bảo quản trên 1 năm. 

7. Tham khảo 

Tổ chức Y tế Thế giới. Quy trình vận hành chuẩn của ngân hàng phiến máu sốt rét 

quốc gia. Geneva; 2015. 

 

 

 

 


