BO GIAO DUC VA PAO TAO VIEN HAN LAM KHOA HOC
VA CONG NGHE VIET NAM

HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

NCS. TRAN THI THU HUYEN

NGHIEN CUU SU BIEN POI DI TRUYEN CUA MQT SO
GENE KHANG THUOC VA MOI LIEN QUAN PEN KHANG

DIHYDROARTEMISININ - PIPERAQUINE O CHUNG KY
SINH TRUNG Plasmodium falciparum TAlI CAC TINH CO LUU
HANH BENH SOT RET

LUAN AN TIEN SI SINH HQC UNG DUNG

Ha Ngi — 2025




BO GIAO DUC VA PAO TAO VIEN HAN LAM KHOA HOC
VA CONG NGHE VIET NAM

HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

TRAN THI THU HUYEN

NGHIEN CUU SU BIEN POI DI TRUYEN CUA MOQT SO
GENE KHANG THUOC VA MOI LIEN QUAN PEN KHANG
DIHYDROARTEMISININ - PIPERAQUINE O CHUNG KY
SINH TRUNG Plasmodium falciparum TAI CAC TINH CO
LUU HANH BENH SOT RET

LUAN AN TIEN SI SINH HQOC UNG DUNG
Nganh: Céng nghé sinh hec
M4 s6: 942 02 01

Xac nhan cua Nguoi hwéng din 1 Nguwoi hwéng din 2

Hoc vién Khoa hoc

va Cong nghé il
/%,; 71 /.f tl )
Er

PGS.TS. Nguyén Vin Long PGS.TS. Nguyén Ping Tén

Ha Ngi — 2025




LOT CAM DOAN

To1 xin cam doan lugn an: “Nghién ciru sur bién dbi di truyén cia
mét s6 gene khang thude va méi lién quan dén khéng Dihydroartemisinin
- Piperaquine ¢ chiing ky sinh triing Plasmodium falciparum tai cac tinh
¢d luu hanh bgnh st rét” 1a cong trinh nghién ciru cua chinh minh dudi su
huéng din khoa hoc ciia PGS.TS. Nguyén Vin Long va PGS.TS. Nguyén
Dang Ton. Lun an si dung théng tin trich din tir nhiéu ngudn tham khao
Khéc nhau va cdc théng tin trich dan duge ghi rd nguén géc-

Ludn 4n st dung mot phan s6 liéu tir dé tai cp nha nudc “Nghién ctru
ing dung k¥ thuat sinh hoc phan tir chin doan ky sinh trung s6t rét va mod
hinh két hgp quén dén y trong phong chéng bénh sét rét & khu vuc trong
diém™, ma s6 KC.10.32/16- 20.

Céc két qua nghién ctru cia téi dugce cong bd chung véi cac tac gia
khic da dugc su nhét tri cia dong tac gia khi dua vao luan an. Céac sb liéu, két
qua duoc trinh bay trong luén 4n 12 hoan toan trung thuc va chua tung duogc
cong bé trong bét ky mdt cong trinh nao khc ngodi cac cong trinh cong bd
cua tac gia.

Luan 4n dugc hoan thanh trong thoi gian ti lam nghién ciru sinh tai
Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam.

Ha Noi, ngay 23 thdang 01 nam 2025
Nghién ciru sinh
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LOI CAM ON

Nghién ciru sinh xin duge bay to long kinh trong va biét on shu séc toi
PGS.TS. Nguyén Van Long, Cuc Khoa hoc Quéan sy, Bo Quic Phong va
PGS.TS. Nguyén Ding Tén Truong phong Phan tich hé gen, Vién Nghién
ciu h¢ gen, Vién Han 1dam Khoa hoe va Cong nghé¢ Viét Nam da huéng dan,
dinh huéng va tao moi diéu kién thuan lgi cho nghién ctru sinh trong sudt qué
trinh hoc tdp, nghién ctru ciing nhur thye hién luén an.

Nhan dip ndy, nghién cttu sinh cling xin chan thanh cam on Ban Giam
dée, tap thé can bo giang vién Khoa Cong nghé sinh hoc, Hoc vién Khoa hoc
va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da tao diéu
kién thudn lgi nhat cho nghién ciru sinh trong qua trinh hoc tap va nghién ctru.

Nghién ctru sinh xin trén trong cam on Ban Lanh dao Vién Nghién ctru
h¢ gen, Cén bd phong quan 1y téng hop, da gitp do va tao diéu kién thuan loi
vé moi mat, hd trg nghién ciru sinh thuc hién céc thi tuc cin thiét dé hoan
thanh chuong trinh hoc tap va luan an.

Nghién ctru sinh ciing xin chan thanh cam on dé tai “Nghién ciru ing
dung k¥ thuat sinh hoc phan tir chin doan ky sinh trang sét rét va md hinh két
hop quén dan y trong phong chéng bénh sbt rét & khu vuc trong diém™, ma s6
KC.10.32/16- 20, Vién st rét — ky sinh tring-Cén tring Trung uong da tao
diéu kién va hd tro nhiét tinh cho tdi trong sudt qué trinh thuc hién va hoan
thanh luédn van nay.

Nghién ciru sinh xin tran trong cam on sy gitip dd, tao diéu kién cua
lanh dao Vién nghién ctru Y dugc hoc Quén sy va tap thé cén bd Trung tim
thir nghiém lam sang va tuong duong sinh hoc, Hoc vién Quan y da tng ho,
tao diéu kién cho nghién ctru sinh trong sudt thoi gian hoc tip va hoan thanh
luén 4n.

Cubi ciing, nghién ctru sinh bay t6 1ong biét on sau sic ddi véi gia dinh,
ban bé, dong nghiép da ludn tin twéng va 1a ngudn dong vién tinh thin 16n lao
dbi voi nghién ciru sinh trong sudt qua trinh hoc tdp, nghién ciru, hoan thanh
luédn an.

Ha Ngi, ngay 23 thang 01 nam 2025
Nghién ciru sinh
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PCR System — Polymerase Chain khuéch dai dac hiéu allen
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BMA Bayesian Model Average
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MO PAU

St rét 1a mot trong nhitng bénh truyén nhiém gay tir vong hang dau trén
thé gidi, dic biét & cac khu vuc nhiét d6i va can nhiét déi [1, 2]. Trong sb céc
tac nhan gay bénh, Plasmodium falciparum 1a loai ky sinh tring gay sot rét
nang nhat va c6 kha niang gy tr vong cao nhat [2]. Phac db phdi hop DHA
(dihydroartemisinin) - PPQ (piperaquine) 1a mot trong nhimg phac db diéu tri
dua trén artemisinin (ACT-Artemisinin based combination therapy) dugC cac
nuéc sir dung phd bién dé diéu tri sot rét khdng bién chang do P. falciparum tai
Pong Nam A nhu Campuchia, Thai Lan, Lao va Viét Nam [2, 3].

Mic di DHA-PPQ di ching to hiéu qua cao trong diéu tri st rét,
nhung sy xuat hién cia cac chang P. falciparum khéang thudc 1a mot thach
thic 1on. Theo béo céo caa WHO, da c6 nhiing truong hop vé that bai diéu tri
cao véi DHA-PPQ & Campuchia, Lao va Viét Nam [4-7], dan dén viéc phai
thay d6i phac dd diéu tri @ mét s6 khu vuc.

Tht nghiém TES (Therapeuic efficacy study) 12 tiéu chuan vang trong
kiém tra theo ddi hiéu luc diéu tri sbt rét hién nay. Panh gia hiéu luc diéu tri
cia DHA-PPQ gilp phat hién sém va phan tng kip thoi truéc sy khang
thudc, tir 46 bao vé stc khoe cong dong va dam bao rang bénh nhan dugc
diéu tri bang cac phac do hiéu qua nhat [8, 9].

Trong theo ddi khang DHA-PPQ, cé4c chi thi phan tir chu yéu duoc st
dung 1a dot bién gen pfK13 (Plasmodium falciparum Kelch 13), trong theo ddi
khang artemisinin va dan xuat 1a DHA, su ting s6 luong ban sao cua gen
pfom2 (Plasmepsin2) va diém dot bién E415G trén gen pfEXO (Plasmoeidum
falcipaurm Exouclease) (chi thi phan tur trong theo ddi khang piperaquine).

Trong d6, gen pfK13(Plasmodium falciparum Kelch 13) ma héa cho
protein Kelch, nam trén nhiém sac thé s6 13 cua ky sinh trung sét rét P.
falciparum [10, 11]. WHO d3 thiét 1ap danh sach mét sé dot bién trén pfk13
nhu C580Y, R539T, Y493H, 1543T, va N458Y la chi thi phan thir cua khang
artemisinin tai khu vuyc tiéu viing sdng Mé Kéng (Greater Mekong Subregion
- GMS) [12].

Gen plasmepsin 2 (pfom2) nam trén nhidém sac thé 14 caa ky sinh tring
P. falciparum va mad hoa cho mot enzyme protease thugc ho aspartic protease
[13]. Enzyme nay dong vai tro quan trong trong qué trinh tiéu hoa
hemoglobin cua ky sinh triing trong hong cau nguoi, phan giai hemoglobin



thanh cac peptide nho dé cung cép dinh dudng cho ky sinh tring. Sy gia ting
s6 luogng ban sao gen pfpm2 1a chi thi phan tir cua khang PPQ, mot thanh phan
ctia phac d6 diéu trj sét rét DHA-PPQ [14-16].

Gen exonuclease (pfEXO hoic PF3D7_1362500) nam trén nhiém sac
thé sb 13 cua ky sinh tring sét rét ma hoé enzym exonuclease [17]. Dot bién
E415G trén gen pfEXO lam thay doi nucleotide A thanh G dan dén lam thay
d6i axit glutamic (E) thanh glycine (G) & vi tri 415 trén gen mi héa. Dot bién
E415G la chi thi phan tu theo ddi khang PPQ [14, 18].

Tai Viét Nam, mot s tinh nhu Gia Lai, Pak Lik, Pak Nong, va Binh
Phudc ¢6 ty & luu hanh bénh cao [19]. Pay ciing 1a cac tinh gan bién gidi
Campuchia, noi tinh hinh sét rét va sét rét khang thuéc dién bién phuc tap,
lam gia tang nguy co lay lan qua lai, bao gom cac chung ky sinh tring khang
thudc.

Mic du khéng thudc c6 anh hudong dén két qua diéu tri sét rét, nhung
trong moi trudng co thé sdng phuc tap, két qua diéu tri con chiu tac dong cua
nhiéu yéu t6 khac nhu tinh trang bénh Iy, kha ning mién dich cia bénh nhan
va mic do nhiém ky sinh trung. Do d6, viéc phan tich cac yéu té nay la can
thiét dé toi wu hoa hiéu qua diéu tri bénh.

Chinh vi vay ching tdi tién hanh thuc hién luan an “Nghién ciru sw
bién d6i di truyén cia mot sé gene khang thudc va méi lién quan dén
khang Dihydroartemisinin - Piperaquine & ching Ky sinh trung
Plasmodium falciparum tai cac tinh c6 luvu hanh bénh sot rét”.

Muc tiéu luan an:

1. Nghién ctru su bién doi di truyén va tan sé dot bién cua mot sé gene

lien quan t&i khang thudc ¢ ky sinh tring sot rét P. falciparum.

2. Panh gia hiéu qua diéu tri cia DHA — PPQ trong diéu tri sét rét khong

bién ching do P. falciparum.

3. Phan tich mot sb yéu té lién quan toi hiéu lec cia DHA — PPQ trong

diéu tri sot rét khong bién chuang do P. falciparum.
Noi dung nghién ciu:

Nghién ctu nay tap trung vao su bién doi di truyén va tan sé dot bién cua
cac gen khang thuéc trong ky sinh tring sét rét P. falciparum, dic biét 1a cac
dot bién & gen pfk13, pfopm2 va E415G lién quan dén khang artemisinin va
piperaquine (PPQ). Bong thoi, nghién ctru danh gia hiéu qua diéu tri DHA-



PPQ ¢ bénh nhan sét rét khong bién chung théng qua cac chi sé quan trong
nhu ti 1& bénh nhan duong tinh ky sinh trang ngdy 3, ti 18 tai phét va ti 18 that
bai diéu tri. Ngoai ra, nghién ctru ciing khao sat cac yéu té anh huong dén
hiéu qua diéu tri nhu tudi, giéi tinh, thé trang bénh nhan, mic do nhiém ky
sinh tring va cac dot bién gen, va xay dung md hinh dy doan dua trén cac yéu
t6 nay.

Y nghia khoa hoc ciia luan an:

- X&c dinh dugc cac yéu t6 di truyén cy thé lién quan dén thét bai diéu
tri: Két qua cho théy cac dot bién trén gen khang thude, dac biét 1a sd luong
ban sao gen pfpm2, dot bién C580Y trén gen pfK13, va dot bién E415G trén
gen pfEXO, c6 mbi lién hé chit ch& véi tinh trang that bai diéu tri sét rét.

- Viéc xac dinh vai tro cta timg dot bién thong qua cac hé s ciia mo
hinh phan tich khéng chi giup hiéu rd co ché di truyén gy ra khang thuéc ma
con cho phép danh gia mic 6 anh hudng cua chung d6i vai két qua diéu tri.
Su két hop giita dit liéu di truyén va cac phuong phéap thong ké hién dai tao ra
mot nén tang khoa hoc vimg chic, gop phan giai thich mot cach c6 hé thong
cac hién tuong phirc tap khang thudc trong 1am sang.

Tinh méi cua lugn an:

+ D3 xac dinh dugc bién d6i di truyén va tan sb kiéu gen khang thuéc &
ky sinh tring sét rét P. falciparum bao gom: dot bién C580Y trén gen pfk13
va pfpm2; dot bién E415G trén gen pfEXO. Sy luu hanh dot bién don va phirc
hop cac dot bién khang thudc c6 khac nhau & mot sb tinh c6 bénh sét rét luu
hanh.,

+ Panh gia dugc mac do anh huong cua cac dot bién khang thude voi
hiéu qua diéu tri cia DHA — PPQ trong diéu tri sbt rét khdng bién chiing do
P. falciparum.

Y nghia thuc tién cia deé tai:

Y nghia thyuc tién cua dé tai nghién ctu nay rat quan trong trong viéc
kiém soat va diéu tri bénh sot rét tai Viét Nam va céc khu vuc khéc co tinh
trang khang thudc sét rét do P. falciparum. Cu thé:

- Hb tro cho cong tac giam séat khang thubc: Két qua vé tan suat xuat
hién cac dot bién trén gen pfpm2, pfEXO va pfK13 dong vai tro nhu
mét chi sé sinh hoc quan trong gitip cac co quan y té theo ddi sat tinh



trang khang thudc. Tur d6, cac chién lugc giam séat va kiém soét bénh c6
thé duoc xay dung va thuc hién mot cach chu dong hon.

Pinh hudng cho cac nghién ctu tiép theo: Nghién ciu cung cip co so
khoa hoc cho cé4c nghién cuau tiép theo vé khang thubc, dic biét trong
viéc phat trién cac loai thubc méi hodc phac db thay thé dé d6i pho véi
cac trudng hop khang thudce gia ting. Phat hién vé cac dot bién gen va
co ché khang thuc gop phan mé rong hiéu biét vé sinh hoc ky sinh
trung st rét.

Bao vé stic khoe cong dong: Bang cach xac dinh va hiéu rd hon vé co
ché khang thudc, dé tai gép phan gilp giam thiéu nguy co tai phat va
that bai diéu tri, tir d6 bao vé stcc khoe cua cong dong, dic biét 1a &
nhitng viing c6 ty 18 nhiém sét rét cao. Viéc ndy cling dong gop vao
muc tiéu dai han caa T6 chirc Y té Thé gidi trong viéc giam thiéu sb ca
méc va tir vong do sot rét trén toan cau.



Chuong 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Giéi thiéu vé bénh sét rét

Bénh sét rét 1a mét trong nhirng bénh truyén nhidm phé bién va 1a van
dé nghiém trong ddi véi sac khoe cong dong. Bénh do ky sinh tring
Plasmodium gay ra chu yéu théng qua vét can cia mudi cai Anopheles truyén
sang ngudi. Trong nim chung Plasmodium gy sét rét & ngudi: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale,
Plasmodium knowlesi, ching P. falciparum gay ti Ié tir vong cao nhat, tuy vay
chang P. vivax ciing c6 ti 1¢ bién ching nang dang ké [1, 20].

Bénh sét rét thuong ¢ biéu hién 1am sang dit trung bang nhimg con
s6t dién hinh gom co6 3 giai doan: rét run, sét, v mo héi co tinh chu ky tuy
theo ting loai ky sinh tring gay bénh. Sét rét chua bién ching 1a truong hop
nguoi bénh mac sét rét nhung khéng co dau hiéu de doa dén tinh mang hoic
cac triéu ching 1am sang to bénh. Sét rét c6 bién chang (hoic sét rét ac tinh)
la tinh trang nghiém trong hon, thuong xay ra ¢ nhitng nguoi nhiém P,
falciparum hoac nhiém phéi hop P. falciparum. Céac bién chiing c6 thé bao
gom rdi loan y thire, co giat, réi loan tiéu tién, non, tiéu chay, tiéu nhiéu lan
trong ngay hoac bi tiéu cap, va dau dau dir doi. Thiéu mau 12 mot triéu ching
phd bién do sy pha hay hong cau bai Ky sinh trang, biéu hién qua mét moi, da
va niém mac nhot nhat, hoa mat, chéng mat. L&ch va gan c6 thé bi to, do co
thé phai 1am viéc nhiéu dé loai bo hong cau bi nhiém, gay cam giac dau hoic
kho chiu ¢ vung bung trén, bén trai [20].

Diéu tri sot rét dua vao viéc sir dung céc loai thude diéu tri sét rét phu
hop Vi tirng loai ky sinh tring gy bénh. Déi véi sbt rét kndng bién ching do
P. falciparum, liéu phdp ACT Ia lya chon hang dau dua trén sy két hop
artemisinin (hodc dan xuat) voi cac thude diéu tri sot rét khac dé kéo dai thoi
gian tac dung, dam bao tiéu diét hoan toan ky sinh trung [3, 20]. Cac loai khéac
nhu P. vivax, P. malariae, P. ovale va P. knowlesi ciing c6 thé dugc diéu tri
bang chloroquine. Ngoai ra, P. vivax va P. ovale can dugc diéu tri thém véi
primaquine dé loai bo c4c thé nga trong gan gay tai phat bénh. Khi diéu tri
dung cach, ngudi bi st rét thuong co thé hdi phuc hoan toan [21].

Sot rét khang thudc 1a van dé y té cong cong nghiém trong, dic biét tai
cac khu vuc nhiét doi. Tinh trang nay xay ra khi ky sinh trung Plasmodium
khang lai cac thudc diéu tri, 1am giam hiéu qua diéu tri va tang nguy co tir



vong. Méi lo ngai 16n nhét hién nay 1a khang artemisinin — thuéc chia chét
trong didu tri sét rét &c tinh. Tai Péng Nam A, P. falciparum di khang
artemisinin, 1am giam hiéu qua diéu tri va kéo dai thoi gian mac bénh. Do do,
can ting cudng giam sat, nghién ctu phat trién thudc méi va day manh chién
lugc phong chong dé ngan chan su lay lan cua cac chang Ky sinh tring khang
thudc.
1.1.1. Tinh hinh bénh sét rét trén thé gidi

Theo b&o cdo cia WHO nam 2023, tinh hinh st rét trén thé gisi van
dang lo ngai voi 249 triéu ca mac bénh duoc wdc tinh trong nam 2022, ting 5
triéu ca so voi nam 2021. Phan 16n céc ca sét rét tap trung & chau Phi, dic biét
la Nigeria va Cong hoa Dan cha Congo, cing véi mot sé6 quéc gia & Dong
Nam A, An D9, va cac khu vuc khac nhu Papua New Guinea va Sudan [22].
Tt ndm 2000 dén 2022, wac tinh c6 khoang 2,1 ti ca sét rét va 11,7 triéu ca tu
vong do sét rét da duoc ngan chan trén toan cau. Pa sé cac ca mac bénh va tur
vong duoc ngin chin 14 & khu vuc Chau Phi, chiém 82% sb ca bénh va 94%
s6 ca tir vong, tiép theo 1a khu vuc Pong Nam A. Sy gia ting cac ca bénh
trong nam 2020 va 2021 mot phan do anh hudng cia dai dich COVID-19, lam
gian doan cac dich vu y té thiét yéu. Tong sé ca tr vong do sét rét trén toan
cau trong nam 2022 1a 608.000 ca, cao hon so véi ndm 2019. Ti Ié tar vong do
s6t rét trén toan cau da giam mot nta tir nam 2000 dén 2019, tir 28,8 xuéng
14,1 trén 100.000 dan sé c6 nguy co, nhung di ting 1én 15,2 vao nim 2020
truoc khi giam nhe xubéng 14,3 vao nam 2022 [22]. Tinh hinh sbt rét dugc
phan bb khong dong déu giira cac khu vuc dia Iy khac nhau. Chau Phi van 1a
khu vuc chiu anh huéng nang né nhat boi sét rét, chiém 82% sé ca mac va
94% sb ca tir vong trén toan cau. Trong nam 2022, ti 1& mac sbt rét & khu vuc
nay la 222,6 ca trén 1.000 dan sé co nguy co, trong khi ti I tir vong 1a 55,5
trén 100.000 dan sb c6 nguy co. Khu vuc Pong Nam A chiém 10,5% s ca
mac va 3% s ca tir vong toan cau [22].

Tinh hinh sét rét tai khu vuc GMS din bién phuc tap. Tir ndgm 2000-
2022, s ca st rét ban dia giam 55,5% va s6 ca sot rét do P. falciparum giam
89,1%. Tuy nhién, tir 2021-2022, s ca sot rét ban dia tang gan gap doi tir
90.082 1én 170.527 ca, trong d6 ca do P. falciparum tang tir 16.490 1én 30.789
ca. Du di dat nhiéu tién bo nho cac chuong trinh phat hién va diéu tri chu
do6ng, GMS van d6i mit vai thach thac 16n vé khang thude, dac biét 1a khang



artemisinin, cing véi nguy co 1ay truyén do di cu qua bién gidi, nhat Ia tir
Myanmar sang Théi Lan. Khu vuc ndy can ting cuong giam sat, phong chng
va diéu tri dé dat muc tiéu loai trir sét rét [22].

Nhin chung, mac di ¢é nhitng tién bo déng ké trong viéc giam ti 16 mac
va tir vong do sdt rét, cac khu vuc van phai ¢di mit vai nhiéu thach thie, bao
gom anh huodng cua dai dich COVID-19, diéu nay gdy kho khin cho viéc dat
dugc cac muyc tiéu giam ti 16 mac va ta vong cia WHO [22].

1.1.2. Tinh hinh sét rét tgi Viét Nam

Viét Nam nam & khu vyc Dong Nam A, giap bién gii voi Trung Qudc
& phia bic, Lao va Campuchia & phia tay, va bién Péng & phia dong. Vi tri
dia 1y nay dat Viet Nam vao khu vuc ¢ nguy co cao vé cac bénh nhiét déi,
bao gom sét rét, do khi hau nhiét déi va méi truong thuan loi cho sy phat
trién caa mudi Anopheles, vector truyén bénh sét rét [23].

Nam 2021, tinh hinh st rét tai Viét Nam cai thién rd rét véi 467 ca bénh
c6 ky sinh tring sét rét, giam 67% so voi 1.733 ca nam 2020. Ty 1&é mac sot rét
giam con 0,0048/1.000 dan, khéng ghi nhan ca sét rét &c tinh hay tir vong, trong
khi nam 2020 c6 4 ca 4c tinh va 1 ca tir vong. Tay Nguyén 1a khu vuc c6 sé ca
méc cao nhat (49,68%), tiép theo 1a mién nli phia Bac (22,48%) va mién Trung
(19,91%), trong d6 tinh Lai Chau chiém hon 90% sb ca caa khu vuc mién nii
phia Bic. Ty & nam gioi chiém 74,3% ca mac (347 ca). Chung P. vivax la chung
ky sinh tring pho bién nhat, chiém 55,25% tong sb ca bénh [19].

Tai Viét Nam, ky sinh trung P. falciparum khang artemisinin da duoc
ghi nhan & cac tinh Gia Lai, Pak Lak, Pik Nong, Binh Phudc, Quang Nam,
Khanh Hoa, Phu Yén va c6 nguy co lan rong. Ty 18 that bai diéu tri véi DHA-
PPQ va sé ca con ky sinh tring sau 3 ngay diéu tri gia ting. Dé tng pho,
chuong trinh qudc gia da thay thé thude diéu tri bang Artesunate-Pyronaridine
(Pyramax) tai Pak Nong, Binh Phuéc (7/2019), Gia Lai, Pak Lak (1/2020) va
tiép tuc mé rong sang Pha Yén, Khanh Hoa, Ninh Thuan (2021). Mic du sé
ca bénh sét rét giam manh nam 2021 nhd cac bién phap phong chdng hiéu
qua, nguy co bung phat dich van cao do nhiéu nguoi séng trong viing c6 sot
rét luu hanh, tinh trang khang thuéc lan rong, mudi truyén bénh khang hoa
chat va bién dong dan cu gitra cac ving c6 va khong c6 sét rét [19, 23].



1.1.3. Dic diém sinh hoc cia ky sinh tring sét rét P. falciparum va vai tro
gay bénh trong y hec

Theo khoa phan loai khoa hoc, P. falciparum dugc xép vao:
Nganh: Apicomplexa

Lép: Aconoidasida
Bo: Haemosporida
Ho: Plasmodiidae
Chi: Plasmodium

Loai falciparum

P. falciparum la mot trong nam loai ky sinh trung Plasmodium gay ra
bénh sot rét & ngudi, va né duge coi 1a loai nguy hiém nhat do kha ning gay
bénh ning va tir vong cao néu khong dugc diéu tri kip thoi [2]. Pac diém sinh
hoc cua P. falciparum bao gém chu ky sdng phtrc tap, kha nang thich nghi va
phat trién trong co thé ngudi va mudi, ciing nhu cac co ché giy bénh va bién
chung nang [2, 21].

Chu ky song cua P. falciparum rat phirc tap va bao gom hai giai doan
chinh: giai doan trong co thé mudi Anopheles va giai doan trong co thé ngudi
(Hinh 1.1). Su phirc tap nay giup P. falciparum ton tai va phat trién qua nhiéu
moi truong khac nhau, tao diéu kién thuan loi cho su lan truyén va gay bénh.
Chu ky séng phtic tap cua P. falciparum khéng chi dam bao su lan truyén
hiéu qua cta ky sinh tring ma con tao ra nhiéu thach thuc trong viée kiém
soat va diéu tri bénh sot rét. Kha ning thich nghi va bién doi di truyén cua P.
falciparum 1am cho viéc phat trién cac phuong phéap diéu tri hidu qua va bén

virng tré nén kho khan hon [2].
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Hinh 1.1: So d6 vong doi cua ky sinh tring sét rét [24]
(A): Giai doan phan chia trong té bao gan: Khi mudi Anopheles dot nguoi,
thoi triing vao mau va sau khodng 30 phut chiing di chuyén téi gan. Sau khi tdn
cong thanh cdng té bao gan, cac thoa triing phan chia tao ra mgt loat ky sinh
tring sot rét non, luu hanh vao mdu va tiép tuc xam nhdp vao hong cau;
(B): C&c ky sinh tring non vao mau va xam nhdp vao héng cau. O hong cau,
ching phat trién qua cac giai doan thé dinh dwéng non, dinh dwéng phat trién,
dinh dwong gia, phan chia non, phan chia gia tqgo ra cac ky sinh trung non;
(C): Giai doan phét trién hitu tinh trong co thé muéi. Trong co thé mudi, giao
bao cai phét trién thanh giao tir cdi, giao bao duc phan chia thanh 8 giao ti
duc. Giao tir duec tim dén giao tik cai, két hop véi nhau tgo thanh hop tiz. Tiép
theo, hop ti phat trién thanh thé tqo tring, réi thanh nang trieng bén trong
chiza nhiéu thoi trung. Nang tring chin, vé ra, thoi trimg duwoc gidi phong roi
di chuyén tdp trung & tuyén nuéc bot mudi. Khi muéi dot ngueoi, thoi tring xam
nhdp vdo co thé nguoi va tiép tuc qua trinh phat trién trong co thé nguoi.

P. falciparum thé hién kha nang thich nghi vuot troi thong qua sy bién
d6i di truyén nhanh chong, cho phép né phét trién kha ning khang thube doi
véi nhiéu loai thude diéu tri sbt rét. Cac dot bién trong gen pfert, pfmdriva
pfK13, pfpm2.... 1a nhitng vi du dién hinh vé cach ma P. falciparum c6 thé
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thay ddi cAu trdc protein ctia minh dé tranh tac dong cua thude diéu tri sét rét.
Kha ning nay khong chi gitp ky sinh triing ton tai trong diéu kién c6 ap luc
chon loc tir thuéc, ma con 1am phic tap thém viéc kiém soat va diéu tri bénh
sét rét. Ngoai ra, P. falciparum con thé hién sy thich nghi qua viéc thay doi
biéu hién cac protein bé mat caa hong cau bi nhiém. Cac protein nay, nhu
PfEMP1, c6 vai tro quan trong trong viéc bam dinh vao thanh mach mau va
tranh dugc hé théng mién dich cia nguoi [25, 26]. Sy thay d6i lién tuc cua
cac protein nay giup ky sinh trung né tranh sy phét hién va tiéu diét bai hé
mién dich, dong thoi gop phan vao viéc gay ra cac bién chiing nghiém trong
nhu sét rét ac tinh, dong thoi su bam dinh nay khéng chi gitp Ky sinh tring
t6n tai ma con gay tic nghén vi mach, dic biét 1a trong ndo, gay ra bién ching
sét rét 4c tinh [25, 26].

Hinh 1.2: Hong cau nguoi bi nhidm Ky sinh tring sét rét [2]
(Nguén: Nicolas White va céng si, 2024)

A.CAc cau triic dac trung xudt hién trén bé mat hang cau, dioc goi 1a "knobs"
hay nit, dioC Sap xép Mot cach déu dan va ching la déic diém sinh hoc néi
bdt cuia cac hang cau nhiém P. falciparum;

B. Rosetting: 1a mét hién trong xdy ra khi mét hong cau bi nhiém ky sinh
tring sot rét, dac biét 1a P. falciparum, gdn két véi cac hong cau khée manh
xung quanh no, tgo thanh mét cdu tric giong nhw hoa hong khi nhin duwéi
kinh hién vi. Cac hong cau khong bi nhiém bao quanh héng cau bi nhiém, tgo
ra mgt nhém té bao duroc goi la rosette.
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Tac ngh&n vi mach va su pha huy héng cau dan dén thiéu mau, giam
lwu lwong mMau va ton thuong cac co quan quan trong nhu ndo, gan, than va
phdi. Hon nita, P. falciparum con gy ra phan tng viém manh mé trong co
thé [25]. Khi hong cau bi nhiém v& ra, cac san pham cuaa ky sinh tring va
manh v& hong cau kich hoat hé théng mién dich, ddn dén san xuat cac
cytokine viém nhu TNF-alpha va interleukin-1 [26]. Su gia tang cytokine
viém nay gop phan vao cac triéu chiing sét va cé thé dan dén cac bién ching
nang nhu s6¢ nhiém khuan va ton thuong cac co quan [25, 26].

Tom lai, P. falciparum gay ra bénh sot rét théng qua nhiéu co ché phuc
tap, bao gdm pha huy hong cau, giai phong chat doc, kich hoat phan @ng
viém, su tich tu va bam dinh té bao, bién doi khang nguyén va khang thudc.
Hiéu o cac co ché nay 1a co s& quan trong dé phat trién cac phuong phap
diéu tri va phong ngtra hiéu qua, nham giam thiéu ganh nang caa bénh sét rét
trén toan cau.

1.1.4. Phwong phdp phat hign ky sinh tring sét rét
1.1.4.1. Xét nghiém mau nhugm Giemsa

Pay 1a phuong phap tiéu chuan vang trong chan doan sét rét [27]. Mot
giot mau duogc ldy tir ngon tay hoic vanh tai, phét méng trén lam kinh, nhuém
bang Giemsa va quan sat dudi kinh hién vi [28-30].

Viéc xac dinh loai va giai doan cuta Ky sinh tring sét rét va xac dinh
mat d6 ky sinh triing 1 rat quan trong trong viéc quan ly 1am sang bénh nhan
sét rét, thi nghiém hiéu qua thudc, khao sat dich t& hoc va cac chuong trinh
kiém soat sot rét. Do do, chan doéan sbt rét dua trén viéc kiém tra tiéu ban mau
can phai chinh xac va sé luong ky sinh trung phai dugc xac dinh mot céch
chinh xéc. Kiém tra tiéu ban mau ciing cho phép phat hién mot sé mam bénh
khac trong méu, chan doan hinh thai hoc cua thiéu mau va nhan dién cac roi
loan huyét hoc khéac, nhitng diéu nay can duoc béo céo boi ki thuat vién kiém
tra[28, 31].

Tuy nhién, xét nghiém méau nhuém Giemsa ciing c6 nhirng han ché. N6
doi hoi k§ ning va kinh nghiém cao trong viéc sir dung kinh hién vi va nhan
dién hinh anh ky sinh tring. Quy trinh chuan bi miu va nhudém ciing nhu qua
trinh xem xét mau dudi kinh hién vi mat thoi gian, chat lugng két qua c6 thé
bién dong tly thudc vao ky niang cta ngudi thuc hién va chat luong cia mau
mau. Tuy nhién day van 1a ky thuat pho bién trong sang loc sot rét [31].
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1.1.4.2. Xét nghiém chdn dodn nhanh

Xét nghiém chan doan nhanh (Rapid Diagnostic Test - RDT) cho ky
sinh trung sét rét 1a mot phuong phap chan doan nhanh chéng, don gian va
hiéu qua, dic biét quan trong trong cac khu vuc thiéu trang thiét bi y té day du
[27]. RDT hoat dong dya trén nguyén tac phat hién cc antigen dic trung cta
ky sinh tring sot rét trong mau mau, thuong 1a HRP2 cho P. falciparum va
pLDH hoac aldolase cho cac loai Plasmodium khéc [32, 33]. Trong qué trinh
thuc hién, mot mau mau nho dugc lay va dat trén dai tha nghiém, sau d6 mot
dung dich buffer duogc thém vao dé hd tro di chuyén mau méau qua dai. Khi
mau di chuyén, nd gap cac khang thé dic hiéu trén dai thir nghiém. Két qua
cua xét nghiém thuong duoc chi ra bang sy xuat hién cia cac vach mau trén
dai thar nghiém, véi it nhat mot vach kiém tra dé chung to rang xét nghiém da
hoat dong dting cach [29].

Xét nghiém RDT c6 wu diém 1a nhanh chéng, dé thuc hién va khéng
can trang thiét bi phac tap, phd hop cho chan doan sét rét ¢ cac khu vuc c6
diéu kién han ché. Tuy nhién, RDT c6 mét s6 han ché, bao gom kha ning
khong phat hién nhiém tring voi mat do ky sinh tring thap, khong xac dinh
dugc mat @6 ky sinh trung va khdng phat hién duoc cac giai doan phat trién
cua ky sinh tring. Mot sé loai RDT khdng nhan dién dugc tat ca cac loai ky
sinh trung hodc khong phan tach dugc tung loai, gay kho khan trong chi dinh
diéu tri. Ngoai ra, két qua duong tinh c6 thé kéo dai ngay ca khi ky sinh triing
da bi loai bé [33, 34].
1.1.4.3. Ky thugt sinh hoc phan tu

Bao gom PCR (polymerase chain reaction) va cac ky thuat khac, cho
phép xac dinh chinh xé4c loai ky sinh tring va mat do ky sinh tring. Chan doan
phan biét ky sinh tring sbt rét thong qua PCR thuong dya vao cap moi nham vao
gen 18S rRNA [27, 35]. Gen 18S rRNA la mét lya chon phd bién do su hién
dién cua no trong tat ca cac loai Plasmodium va cac dic diém doc dao gitip phan
biét gitra cac loai. Cac cap mdi duoc thiét ké dya trén gen nay cd thé phan biét
chinh xac P.falciparum, P.vivax, P.ovale, P.malariae, va P.knowlesi [27].

Ngoai ra, tly thuoc vao yéu cau cu thé cua xét nghiém, cac cip moi
khac ciing c6 thé duoc s dung, bao gom mai thiét ké cho gen ma hoéa cho
protein bé mat cua merozoite (Merozoite Surface Protein - MSP), giai doan
ky sinh tring x&m nhap hong ciu, duoc s dung trong PCR dé chan doan
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phan biét ky sinh tring sbt rét 1a mot cong cu hiéu qua [36-38]. Mdi loai
Plasmodium c6 cac bién thé doc dao ctia MSP, diéu nay cho phép cac nha
khoa hoc thiét ké cac cap moi PCR dic hiéu cho timg loai giup xac dinh chinh
xé&c loai ky sinh tring gay nhiém [36]. Viéc st dung mdi nham vao gen MSP
cling tang do nhay cua xét nghiém, cho phép phat hién ky sinh tring ngay ca
khi nong do trong mau rat thap. Ngoai ra, mdi nham vao MSP khéng chi hitu
ich trong chan doan 1am sang ma con trong nghién ctu khoa hoc: nghién cau
vé sinh hoc ky sinh triing va phat trién vac xin [39, 40]. M6i nay con c6 thé
theo dbi su bién d6i gen va khang thudc cua ky sinh tring sot rét [41].

Nhin chung viéc chan doan ky sinh tring sét rét gitr vai trd trung tam
trong quan ly va kiém soét bénh sét rét, ca vé mat 1am sang 1an dich té hoc.
Viéc xac dinh nhanh chong va chinh xac tinh trang nhiém bénh la cuc ky
quan trong dé phan biét sét rét vai cac bénh cé triéu ching tuong ti nhu sot
xuat huyét hay nhidm tring huyét, tir d6 huéng dan viéc lya chon phac dd
diéu tri phu hop. Diéu nay khéng chi gilp giam ti 1& tir vong va bién ching
do sbt rét ma con tranh viéc sir dung thuéc khdng can thiét hoac sai lam.
Chéan doan chinh xac ciing c6 tam quan trong trong viéc giam lay lan bénh
sét rét trong cong dong, qua viéc cach ly kip thoi va diéu tri hiéu qua cho
nguoi bénh. Nhu vay, chian doan ky sinh trung sét rét khdng chi quan trong
d6i voi stc khoe ca nhan ma con dong goép vao nd luc kiém soat va loai bo
s6t rét trén pham vi rong lon.

1.2. Piéu tri sot rét do P. falciparum
1.2.1. Lich si diéu tri sét rét do P. falciparum

Chloroquine, dugc phat hién vao nhirmg nam 1930, tr¢ thanh phuong
phap diéu tri chinh cho sét rét trong thap ky 1940 nhd hiéu qua cao va chi phi
thap. Thudc hoat dong bang cach ngan chan qua trinh polymer hoa heme — san
pham phu doc hai caa qua trinh tiéu hoa hemoglobin — tir d6 giét chét ky sinh
tring. Tuy nhién, tir nhitng nam 1950-1960, tinh trang khang chloroquine xuat
hién, dic biét @ Pong Nam A va chau Phi, lam giam hiéu qua diéu tri. Bé ddi
pho, cac phuong phap khac da duogc trién khai. Quinine, chiét xuat tir cay
cinchona, 1a thudc diéu tri sét rét 1au doi nhat, nhung do tac dung phu nghiém
trong va thoi gian diéu tri dai, viéc sit dung bi han ché. Sulfadoxine-
pyrimethamine (SP), dugc gidi thiéu vao thap nién 1960-1970, cling nhanh
chéng bi khang thudc, gay thém thach thirc cho cong tac diéu tri sét rét [9].
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Artemisinin, mot hop chat chiét xuat tir cdy thanh hao hoa vang
(Artemisia annua), da d¢anh ddu mot budc ngoit quan trong trong lich sir diéu
tri sot rét [42, 43]. Su phét hién ra artemisinin duoc ghi nhan vao nhitng nim
1970 trong mot nd luc nghién cau nham tim ra phwong phap diéu tri hiéu qua
cho bénh sét rét trong bbi canh khi ma cac phuong phap diéu tri truyén thong
khdng con hiéu qua trudc cac chang ky sinh tring sbt rét khang thudc [43].

3
/

Artesunate ll) B-Artemether

Hinh 1.3: CAu tric héa hoc cua Artemisinin va dan xuat [35]
(Nguén: Youyou Tu va céng su, 2020)

Cac dan xuat chinh cua artemisinin bao gdm DHA, artesunate, B-
artemether, mdi dan xuét nay dugc phat trién dé cai thién cac dic tinh duoc ly
Cla artemisinin, nhu ting cuong do tan trong nudc hoac dau, cai thién kha
nang hap thu va kéo dai thoi gian tac dung (Hinh 1.3) [43]. Artemisinin va
dan xuat c6 ciu trac dic trung chta cau ndi endoperoxide, dugc cho 12 yéu th
chinh gitp tiéu diét ky sinh tring sét rét théng qua viéc tao ra cac goc tu do
gay hai cho té bao ky sinh tring [43].
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Artemisinin va dan xuit c6 mot s6 wu diém ndi bat so véi cac loai
thudc khac trong diéu tri s6t rét nhu:

(1) Tac dung nhanh chéng trong giam sé luong ky sinh tring sét rét
trong méau, diéu nay gilp giam triéu chiing va cai thién sac khoé bénh nhan.

(2) Hiéu qua trong diéu tri loai sot rét do P. falciparum da phat trién
kha ning khang thudc voi céc loai thude sot rét truyén thdng (Chloroquine,
Quinine, SP).

(3) Trong diéu tri sot rét ning, cac thudc dua trén artemisninin da
chang minh 13 giam dang ké ti I¢ tir vong so Véi cac phuong phéap diéu tri
khac [35].

Tuy nhién, viéc st dung artemisinin dudi dang don tri liéu di dan dén
su phét trién nhanh chéng cua tinh trang khang thudc. Bé dbi pho véi tinh
trang nay, WHO d cdm st dung don tri liéu artemisinin dé ngan chin sy phéat
trién cuaa tinh trang khang thudc va duy tri hiéu qua cua cac phac do ACT
trong diéu tri. Phac dd ACT két hop artemisinin voi mot hoac nhiéu loai thube
khac, giup tang cuong hiéu qua diéu tri va giam nguy co phat trién khang
thudc [44]. Nam 2001, WHO chinh thuc khuyén nghi st dung ACT Ia liéu
phap tiéu chuan dé diéu tri sét rét khéng bién ching do P. falciparum [44].
1.2.2. Phdc dé diéu trj sét rét hign hanh

Phac d6 diéu tri sot rét da c6 nhiéu thay doi va cai tién qua thoi gian
nham d6i pho véi sy phat trién khang thuoc cua ky sinh tring. Hién nay, liéu
phap ACT duoc xem 13 phac do uu tién trong diéu tri sét rét khéng bién
chiing do P. falciparum. Phac ¢6 ACT bao gém viéc két hop artemisinin
hodc dan xuat cia nd véi mét loai thudc khac, mdi loai thude diéu tri sot rét
tac dong 1én ky sinh tring theo mot co ché hoat dong khac nhau, 1am giam
kha nang ky sinh trung phat trién khang thudc d6i voi tat ca cac loai thude
cung mot lac [12, 45]. Thude phdi hop diéu tri thudng ¢ co thoi gian ban
thai dai s& ¢ lai trong co thé trong thoi gian dai hon, gitp duy tri néng do
thudc hiéu qua trong mau, diéu nay gitp kiém soat bénh 1au dai hon, ngay ca
sau khi ngung ubng thudc [12]. Phac d6 ACT duoc sir dung trong liéu trinh
diéu tri kéo dai 3 ngay [3, 44].

Hién nay, trén thé giéi co 6 phac dd6 ACT chinh dugc WHO khuyén céo
sir dung trong diéu tri sbt rét khdng bién ching, bao gom [3]:

- DHA-PPQ: Phéac db duoc sir dung phd bién tai khu vuc Dong Nam A.
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- Artemether - Lumefantrine (AL): DPay 1a mét trong nhitng phac do
phd bién nhat, thuong duoc sir dung do tinh hiéu qua cao va it tac dung phu.
AL c6 thoi gian ban hay dai, gilp duy tri nong d6 thudc trong mau va tiéu
diét hoan toan ky sinh trung, 13 phac d6 duogc sir dung rong réi tai Chau Phi.

- Artesunate - Amodiaquine (AS - AQ): Phac dd nay ciing dugc St
dung rong rdi & nhiéu qudc gia, dac biét 1a & Chau Phi. AS - AQ hiéu qua
trong viéc giam nhanh triéu ching va ngan ngtra tai phat.

- Artesunate - Mefloquine (AS - MQ): Chua yéu dugc sir dung tai cac
khu vuc Péng Nam A. AS - MQ c6 hiéu qua cao nhung lai gay ra tac dung
phu nghiém trong.

- Artesunate - Sulfadoxine/Pyrimethamine (AS - SP): Str dung han ché
do mot s6 viing ¢4 ti 1é khang thudc cao.

- Artesunate - Pyronaridine (AS - PY): Mot phac ¢6 méi hon, dang
duoc trién khai va danh gia tai mot sé qudc gia.

Nhin chung, cic phac db diéu tri st rét ACT hién hanh di ching minh
hiéu qua cao trong viéc diéu tri sot rét khong bién ching. Mot phan tich tong
hop vé hiéu qua cua phac do ACT tai Chau Phi cho thay ti 1& chira khoi vao
ngay 28 1 96,3% va vao ngay 42 1a 93,9%. Trong d6, phac ¢6 DHA-PPQ co
ti 1¢ thanh cong cao nhét, dat 99,8% vao ngay 28 va 99,6% vio ngiy 42, phac
d6 AL va AS - AQ ciing cho thay hiéu qua cao, véi ti 1é thanh cong vao ngay
28 lan luot 13 96,8% va 96,3%. Mot sé nghién ctru ghi nhén ti 1¢ that bai diéu
tri cao hon 10% ddi véi AL tai Angola va Ghana, cao hon 5% nhung dudi
10% ddi voi AS - AQ tai mot sé qudc gia nhu Angola, Burkina Faso, Kenya,
Madagascar, Ghana, va Tanzania [46]. Tuy nhién nghién ctru cho rang ACT,
dac bi¢t la DHA-PPQ, 1a lya chon hi¢u qua va an toan cho diéu tri sdt rét
khong bién ching, véi ti 1¢ thanh cong cao va kha nang dung nap t6t [44].

Tai Sudan, cac phac d6 ACT déu cho ty I¢ thanh cong cao trong diéu tri
sét rét khong bién chung do P. falciparum. Phac d6 DHA-PPQ dat ty ¢ thanh
cong cao nhat voi 99,1% (95%CI: 97,5-100%), tiép theo 1a AL véi 98,9%
(95%Cl: 98,4-99,4%) va AS-SP véi 97,1% (95%CI: 95,5-98,6%). Cac phac
d6 khac nhu AS + AQ, AS + MQ va AS-SP dang liéu ¢ dinh ciing cho ty 18
thanh cong trén 90%. Nhin chung, c4c liéu phap két hop dya trén artemisinin
déu cho hiéu qua cao trong diéu tri sét rét P. falciparum khong bién ching ¢
Sudan, trong d6 DHA-PPQ vuot troi véi ty 18 thanh cong cao nhat [47].
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Béo céo tong hop hiéu qua cua ACT tai mot s6 qudc gia Chau A nhu
An D¢, Campuchia, Thai Lan, Viét Nam giai doan tir 1996 dén 2002 cho thay
ti 1¢ thanh cong cao. Nghién ctu ciing cho thay, tai khu vuc Péng Nam A,
phac d6 DHA —PPQ cho thay hiéu qua vuot troi véi ti 1& chira khoi cao nhat
vao ngay 28 sau khi bat dau diéu tri: DHA-PPQ c6 ti 1¢ chita khoi cao hon
dang ké so véi CQ (OR: 16,54, 95%CI 5,02-54,56) hay AL véi OR =2,5;
95%Cl:1,08-5,8) [48].

Tuy nhién, ACT ciing gip mot s han ché, bao gdbm su phat trién cua
khang thudc dbi v6i mot sé thanh phan trong phac d6 [9]. Su xuét hién va lan
rong cua khang artemisinin, PPQ, dac bi¢t ¢ khu vyc Pong Nam A, 13 mot
thach thire 16n ddi voi viée kiém soat sbt rét, Ngoai ra, mot sb phac do ACT
c6 thé gay ra tac dung phu khong mong mudn ¢ mot sé bénh nhan nhu budn
nén. noén mira va rdi loan tiéu hoa [49, 50].

1.2.3. Vai tro ciia Dihydroartemisinin — Piperaquine trong diéu tri sot rét
1.2.3.1. Co ché hoat déng

DHA va PPQ Ia hai thanh phan chinh cua phac d6 DHA-PPQ, viéc
phdi hop 2 loai thudc trong phac d6 phdi hop dya trén nguyén tac DHA c6
thoi gian ban thai ngan, thuong tir 1 dén 3 gio va tac dung nhanh chéng trong
viéc tiéu diét ky sinh trung sot rét, diéu nay gitp giam nhanh sé lugng Ky sinh
tring trong méu va cai thién triéu chiing cta bénh nhan trong thoi gian ngan
[12, 42, 44]. Trong khi d6 thudc phdi hop diéu tri PPQ c6 thoi gian béan thai
tuong d6i dai (Ien téi 42 ngay sau diéu tri), thoi gian ban thai dai nay co loi
thé trong viéc duy tri ndng do thudc trong mau & muc diéu tri trong mot thoi
gian dai sau khi dung thudc gilp tiéu diét cac ky sinh tring sét rét con sét lai
va ngan ngua tai phat bénh [12, 44].

Dihydroartemisinin (DHA), din xudt cla artemisinin, &3 mot trong
nhiing thube diéu tri sot rét hiéu qua nhét hién nay. DHA tao ra cac géc tu do
va hop chat phan tng cao, gdy ton hai protein, lipid va DNA cta ky sinh
trung. Khi ky sinh trung ti€u hoa hemoglobin, Fe** dugc giai phong, kich hoat
DHA thong qua viéc phan huy cau ndi endoperoxide, tao ra cac gbc tu do tiéu
diét ky sinh tring. DHA con trc ché proteasome, khién protein hong tich ty,
giy stress noi bao va giét chét ky sinh trung. Bén canh d6, DHA uc ché
enzyme PI3K, lam giam PI3P — mot lipid quan trong trong van chuyén noi

bao cua ky sinh trung — va ngan chan kha nang sinh ton cua ching. Nho cac
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co ché da dang nay, DHA tiéu diét nhanh ky sinh tring va giam nguy co
khang thubc. Piperaquine (PPQ), thuéc nhom 4-aminoquinoline, hoat dong
bang cach ngin can qua trinh két tinh hemozoin — dang khong doc cuia heme —
khién heme tich tu va giy doc cho ky sinh tring. PPQ ciing tich tu trong
lysosome cua ky sinh trung, phd v& mang lysosome, giai phdong enzyme tiéu
héa va pha hiy té bao ky sinh trung. Khi két hop véi artemisinin, PPQ duy tri
ndng do thude trong mau 1au hon, ting hiéu qua tiéu diét ky sinh tring, ngin
ngura tai phat va giam nguy co khang thudc [2, 43, 51, 52, 53, 54, 55].

1.2.3.2. Hiéu luc cia phdc do Dihydroartemisinin-Piperaquine trong diéu trj
sot rét

Nhiéu nghién ctru 1am sang da duoc thyuc hién dé danh gia hiéu qua va
d6 an toan caa DHA-PPQ trong diéu tri s6t rét khong bién chang do P.
falciparum [42]. Nhin chung, céc nghién ctru nay da chi ra ring DHA-PPQ c6
hiéu qua cao trong viéc giam nhanh triéu chang sot rét. tiéu diét ky sinh tring
trong mau va ngan ngua tai phat bénh. Ti 1€ chira khoi bénh thuong trén 95%
khi str dung dting cach [44].

Mot phan tich tong hop tir 17 nghién ciu ngau nhién c6 ddi ching trén
5043 bénh nhan tai chau A cho thdy DHA-PPQ c6 hiéu qua vuot troi trong
diéu trj sbt rét khdng bién ching. Ty Ié chita khoi cia DHA-PPQ cao hon AL
vao ngay 28 (OR 2,5, 95% CI: 1,08-5,8) va vuot troi so voi AS-CQ (OR:
11,21, 95% Cl: 3,4-36,89), khang dinh DHA-PPQ 1a phac do hiéu qua nhat tai
chau A. Tai chau Phi, DHA-PPQ ciing chting té uwu thé vuot troi véi ty 1¢ chira
khoi 99,8% vao ngay 28 va 99,6% vao ngdy 42, cao hon AL (96,8%) va AS-
AQ (96,3%). DHA-PPQ con c6 ty I& phan tng phu thap nhat (1,8%) so véi AL
(6,9%) va AS-AQ (4,4%). Két qua nay cho thdy DHA-PPQ Ia lya chon téi vu
dé diéu tri sot rét khong bién chting tai chau Phi, nho hiéu qua vuot troi, kha
nang dung nap t6t va tiém nang ngan ngira khang thubc [45, 46, 48].

Viéc str dung DHA-PPQ dang gip thach thic do su xuat hién cua céc
chang P. falciparum khang artemisinin va thuéc két hop. Tinh trang khang
thuéc ACT did duoc ghi nhan tai Pong Nam A, dic biét & Campuchia, Théi
Lan, Lao va Viét Nam. Tai Campuchia, hiéu qua cia DHA-PPQ giam dang ké
theo thoi gian. Tu 2008-2010, ty Ié hiéu qua la 75% tai Pailin va 89,3% tai
Pursat. Dén 2012-2013, hiéu qua giam xudng con 63,2% tai Pursat, di van dat
98,4% tai Ratanakiri. Nguyén nhan chinh 1a do dot bién gen pfk13 (lién quan
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dén khang artemisinin) va su khuéch dai gen pfpm2 va pfpm3 (Iam giam hiéu
qua cua PPQ). Tai Thai Lan, ty Ié hiéu qua cia DHA-PPQ giam nghiém
trong, chi con 12,7% tai khu vuc Pong Bic, do sy gia ting cac dot bién gen
pfK13 va sy khuéch dai pfpm2 va pfpm3. Tai Lo, nghién cuu tai
Savannakhet ciing ghi nhan sy suy giam hiéu qua diéu tri DHA-PPQ sau cac
dot diéu tri hang loat. Tinh trang twong tu ciing duoc ghi nhan ¢ Viét Nam,
phan anh méi lo ngai vé su lan rong caa cac chung ky sinh trung khang thuéc
trong khu vuc GMS [5].

Tai Viét Nam, hiéu luc diéu tri cia phac d6 DHA-PPQ da co sy thay
d6i rd rét qua cac nam, theo cac nghién ctru duoc thyuc hién tai Binh Phudc,
Ma N&i (Ninh Thuan), va Tuy Btic (Pak Nong). Tai Binh Phudc, hiéu luc
ban dau cia DHA-PPQ trong nam 2007 1a rat cao, vai ti I¢ ACPR dat 100%
va ti 1€ ky sinh trung ngay thir 3 (D3) chi la 4% [56]. Tuy nhién, hiéu luc nay
bat dau giam dan qua cac nam, dén nam 2009, ACPR giam xudng con 97,8%
va ti 16 D3 ting 1én 15,3%. Tinh hinh tiép tuc x4u di trong cac niam 2010,
2012, va 2013 khi ti 1& D3 lan luot ting 1én 22%, 30,6%, va 36% [56]. Bén
nam 2015, hiéu luc caa DHA-PPQ da giam rd rét, véi ACPR chi con 68,2%
va ti 16 D3 18n t6i 50%, dong thoi co su xuat hién cua dot bién C580Y trén
gen pfK13 Ia chi thi phan ti xac dinh khang artemisinin va su gia ting sb
luong ban sao cua pfpm2/3 lién quan dén khang thuéc PPQ. Nim 2019, tai
Pik Lik du phac d6 DHA-PPQ duoc diéu chinh véi lidu dung cao hon, hiéu
lyc diéu tri van chi dat 37%, nhung ti 18 ky sinh tring ngay D3 giam tir 36%
xubng con 19,4% [56]. Tai xd& Ma Néi, huyén Ninh Son, tinh Ninh Thuan,
nam 2015, ti 1 ky sinh tring thé vo tinh ngay D3 1a 10,9%, nhung dén nam
2017, ti 1& nay giam xuéng chi con 3%. Trong khi d6, tai huyén Tuy Buc, tinh
Pik Nong, nam 2014, ACPR dat 100% va ti 1¢ ky sinh tring ngay D3 I
26,7%. Tuy nhién, dén naim 2016, ACPR giam xudng con 84,6% va ti I¢ D3 1a
23,1% [56]. Nhitng két qua nay cho thay su giam hiéu luc cia DHA-PPQ
trong diéu tri sét rét do P. falciparum qua thoi gian tai Viét Nam va su can
thiét phai theo ddi va diéu chinh phac do diéu tri mot cach thudng xuyén dé
dam bao hiéu qua diéu tri tot nhat [56].

TOm lai, cac yéu té anh hudng chinh bao gém su xuat hién va lan rong
cua dot bién gen pfK13, cing véi va sy khuéch dai gen pfom2 da dan dén tinh
trang khang PPQ va giam hiéu qua cua phac d6 DHA-PPQ [12, 56].
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1.2.3.3. Yéu té anh huéng téi hiéu liee diéu tri ciia DHA-PPQ

Hiéu qua diéu tri caa DHA-PPQ, mét liéu phap ACT phé bién trong
diéu tri sét rét, ¢ thé bi anh huong bai nhiéu yéu td bao gom yéu td tir vat
chu, ky sinh tring hoac thuée diéu tri [57].

Truéc hét, lidu luong va ché do diéu tri khong dang hoic khéng tuan
thu c6 thé din dén tai phat bénh va ting nguy co khang thudc. Nghién ciru da
chi ra rang, dung liéu DHA-PPQ khéng du (dudi 48 mg/kg) 1a yéu té quan
trong dan dén tai phét ky sinh tring va that bai diéu tri [58, 59]. Tré em tur 1
dén 5 tudi co nguy co thét bai diéu tri cao hon khi nhan liéu PPQ dudi mirc
nay, voi nguy co tang gap 2,3 dén 2,9 lan so voi cac nhom tudi khac. Méi 5
mg/kg giam trong liéu PPQ lam ting nguy co tai phat ky sinh trung 1én 13%
[59], dé giam nguy co that bai diéu tri, ting liéu PPQ muc tiéu tbi thiéu & tré
em tir 1 dén 5 tudi tir 48 mg/kg lén 59 mg/kg c6 thé giam mét nira nguy co
that bai diéu tri va dam bao chita khoi it nhat 95% bénh nhan. Viéc tang lidu
nay da khong lién quan dén viéc ting nguy co doc tinh dudng tiéu héa nhu
ndn maa hoac tiéu chay trong cac nghién ctiru ¢6 thé danh gia diéu nay. Téi uu
hoa liéu luong sir dung DHA va PPQ 1a yéu to then chét véi hiéu qua diéu tri
sbt rét [59].

Tinh trang stiic khoée cua bénh nhan, bao gom tudi tac, can nang, tinh
trang dinh dudng, va cac bénh 1y kém theo nhu HIV, suy gan, suy than, cling
c6 thé anh huéng dén dugce dong hoc va duogc luc hoc cua DHA-PPQ. Pi ¢6
bao co ca bénh vé truong hop bénh nhan béo phi (> 100kg) tht bai diéu tri,
diéu nay c6 thé do trong luong co thé cao anh hudng dén cach thirc phan b
va hap thu thudc trong co thé. Vi DHA-PPQ, PPQ c6 tinh chat lipophilic va
phan bé rong rii trong co thé, bénh nhan thira can co thé can lidu lugng cao
hon dé dat dugc nong do thudc trong huyét twong du dé tiéu diét ky sinh tring
mot cach hiéu qua [60].

Phén tich duoc dong hoc cho thiy ndng d6 PPQ trong mau sau 7 ngay
diéu tri twong quan vai thoi gian ma néng do thude vuot qué ndng do wc ché
tbi thiéu cua ky sinh tring, ndng 6 PPQ trong mau ngay 7 & tré em thap hon
S0 V&i ngudi 1N, do tré em c6 thé tich phan b nho hon, do thanh thai cao
hon va thoi gian ban hay ngan hon. Piéu nay twong quan véi nguy co thét bai
diéu tri cao hon & tré em. Viéc khdng cé cong thuc thude danh riéng cho tré
em cang lam ting nguy co nhan liéu luong khong phu hop [59].
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Tudi cua bénh nhan 12 mot yéu té quan trong, vai tré em dudi 2 tudi co
nguy co cham thanh thai ky sinh trung cao hon dang ké (OR = 2,13) [57].
Piéu nay c6 thé do hé mién dich cua tré nho chua phat trién day du dé loai bo
ky sinh triing hiéu qua. Tht hai, sy hién dién cua st trude va trong qua trinh
diéu tri ciing 13 mot yéu té nguy co [57]. Bénh nhan cé nhiét d6 co thé >
38°C, ca trudc khi bit dau diéu tri va mot ngay sau do, déu cd nguy co cham
thanh thai ky sinh tring cao hon (OR = 1,33) [57]. S6t ¢6 thé 1a dau hiéu cua
mét phan tng mién dich khong dac hiéu, 1am giam kha ning co thé loai bo ky
sinh triing nhanh chdng [57]. Cudi cung, mat d6 ky sinh tring cao trudc khi
diéu tri (>50.000/ul) va sau mot ngay diéu tri (>20.000/ul) déu lién quan dén
nguy co cham thanh thai ky sinh trung (OR = 2,21). Mat d6 ky sinh trung cao
c6 thé gay kho khian cho hé mién dich trong viéc kiém soat va loai bo tat ca
cac ky sinh trung, dan dén thoi gian thanh thai kéo dai [57].

Téc gia Amaratunga va cong su ¢ bao cdo vé anh hudong dic diém ky
sinh tring t&i hiéu qua diéu tri. Trong nghién ctu, tac gia phan nhém ky sinh
trung (PG1 va PG2) dya vao 18 microsatellite markers trén 14 nhiém sac thé
[61], két qua cho thdy bénh nhan nhiém ky sinh tring PG1 c6 nong do
artesunate va DHA trong huyét twong cao hon sau liéu dau tién cua
artesunate so v&i nhitng ngudi nhiém ky sinh tring thuoc nhom PG2 voi
nong do artesunate trong huyét twong cao hon ¢ nhém PG1 la 95,80 ng/mL
s0 v&i 63,10 ng/mL & nhém PG2 (p=0,043). Nhu vay, c4c yéu té di truyén
cua Ky sinh tring c6 vai trd quan trong trong viéc quyét dinh téc do thanh
thai ky sinh trung [61].

Cudi ciing va 1a nguyén nhan quan trong nhat 1a sy phat trién cua khang
thudc d6i véi artemisinin va PPQ cd thé 1am giam hiéu qua caa DHA-PPQ,
dic biét & nhitng khu vuc ¢ ti Ié khang thuéc cao [58, 62]. Tai Campuchia, ti
I¢ tai phat ky sinh trung da tang tir 15,4% trong giai doan 2011-2013 1én 39%
trong giai doan 2012-2014. Khoang 84% bénh nhan duoc diéu trj ¢ thoi gian
lam sach ¥ ky sinh trung dai hon 5 gid va 57% van con ky sinh tring trong
mau sau 3 ngdy diéu tri. Tat ca cac ky sinh tring mang dot bién C580Y thu
thap tir c4c bénh nhan tai phat sau khi diéu tri 3 ngay biang DHA-PPQ déu
khang PPQ trong thu nghiém in vitro [60].

Ngoai ra, nghién cau tai Campuchia khdng chi ching minh pfom2 1a dau
hiéu khang PPQ, ma con cho thidy méi lién quan chit ché gita su gia ting sb
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lwong ban sao pfpm2 va hiéu qua diéu tri caa DHA-PPQ Trong 12 dia diém
duoc nghién ctu vé hiéu qua cia DHA-PPQ tir nam 2009 dén 2015, c4c nha
khoa hoc phéat hién rang ti 16 mau bénh phiam c6 nhiéu ban sao gen pfpm2 c6
méi tuong quan nghich véi ti 1& chita khoi vao ngay 42 (r=-0,89 [95%CI 0,77-
0,95], p<0,0001). Biéu nay cho thay khi s6 luong ban sao pfpm2 ting, ti Ié chira
khoi giam. M6 hinh hdi quy Cox ciing chi ra rang nguy co tai phat sau liéu trinh
3 ngay DHA-PPQ ting dang ké (p<2 x10™) khi phat hién ky sinh tring cé nhiéu
ban sao pfpm2 vao ngay dau tién, bat ké dia diém nghién ciru. Thém vao d6, mo
hinh héi quy tuyén tinh cho thay hiéu qua 1am sang caa DHA-PPQ vao ngay 42
giam xudng dudi 90% khi ti 1& ky sinh tring ¢6 nhiéu ban sao pfom2 trén nén dot
bién pfK13 vuot quéa 22%. Tom lai, nghién ciu nay khang dinh rang sy gia ting
s6 luong ban sao pfpm2 khdng chi lam giam hiéu qua diéu tri DHA-PPQ ma con
lam tang nguy co tai phat cua ky sinh trang [15] .

B&o c4o vé hiéu qua diéu tri cia DHA-PPQ tai Papua va Sumatra,
Indonesia cho thdy mic do DHA-PPQ van duy tri hiéu qua cao trong diéu tri
sét rét khong bién chiing, su tai phat ky sinh tring & mot sé trudong hop tai
Papua da phan anh sy suy giam hiéu qua diéu tri va co thé lién quan dén tinh
trang khang piperaquine. Cu thé, tong cong 7 trudng hop tai phét cua P.
falciparum da duoc ghi nhan tai Papua vao cac ngay 21, 35 va 42 cua qué
trinh theo d&i. Trong sé 7 truong hop nay, 6 ca dugc phan tich s lwong ban
sao gen pfpm2. Két qua cho thay 3/6 truong hop cé sé luong ban sao pfpm2
khong thay d6i (1 ban sao), cho thay day 1a cac ca tai phat (recrudescence) do
nhiém tring ban dau khong duoc loai bé hoan toan, 1am giam hiéu qua diéu
tri. Pang cha ¥, 3/6 truong hop con lai mang nhiéu ban sao gen pfpm2 (2—-3
ban sao), chi ra rang day l1a cac ca tai nhiém (re-infection) voi chang P.
falciparum khang piperaquine, diéu nay cang lam suy giam thém hiéu qua cua
licu phap DHA-PPQ. Nhu vay, mot nira sé bénh nhan tai phat da bi tai nhiém
véi cac chung khang thudc mang nhiéu ban sao gen pfpm2, cho thay su gia
tang sb luong ban sao gen pfpm2 da goép phan dang ké vao viéc suy giam hiéu
qua diéu tri cia DHA-PPQ tai Papua [63].

Nhu vay, dé dam bao hiéu qua diéu tri cao nhat, can phai can nhic tat
ca cac yéu td nay khi lya chon va quan ly diéu tri bang DHA-PPQ, ciing nhu
giam sat chat ché trong qué trinh diéu tri va tién hanh nghién cau lién tuc dé
phét hién va giai quyét cac van dé khang thudc.
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1.3. Cac phwong phap theo déi, danh gia hiéu luc caa thudc diéu trj sot
rét va khang thuéc
1.3.1. Thaz nghiém higu lwe diéu tri (Therapeutic Efficacy Study - TES)

Ther nghiém hiéu luc diéu tri (Therapeutic Efficacy Study - TES) la
phuong phap danh gia hiéu luc cua thude diéu tri sot rét bang cach theo ddi va
danh gia 1am sang trén bénh nhan thyc té [64, 65]. Pay 1a mét trong nhiing
phuong phap quan trong va duoc st dung rong rai dé giam sat hiéu qua diéu
tri va phat hién khang thubc sot rét.

Quy trinh tuyén chon va diéu tri bénh nhan sét rét dam bao giam sét
chat ché va hiéu qua diéu tri. Bénh nhan duoc chon dua trén do tudi, gidi tinh,
suc khoe va mic do nhiém ky sinh tring, xac nhan qua kinh hién vi hoic
PCR. Sau d6, ho dugc diéu tri theo phac d6 quy dinh, véi lidu luong va thoi
gian cu thé, dudi su gidm sét truc tiép cua nhan vién y té. Bénh nhan dugc
theo ddi trong 28-42 ngay, v4i cac méc kiém tra vao ngay 0, 1, 2, 3, 7, 14, 21,
28 (hoic 42) va lay mau mau dé kiém tra ky sinh tring. Hiéu qua diéu tri
dugc danh gia qua ty 1€ bénh nhan con ky sinh trung vao ngay thtr 3 va ty I¢
that bai diéu tri trong 28-42 ngay. Néu ty Ié that bai tir 10% tré 1én, phac dd
diéu tri qudc gia co thé dugc diéu chinh [64,65].

Trong thir nghiém TES, két qua diéu tri cia bénh nhan duoc phan loai
theo céc tiéu chi cu thé vé su hién dién cua ky sinh tring va biéu hién 1am
sang trong sudt qué trinh theo ddi. Két qua nay bao gom bén nhom [64]:

(1) That bai diéu tri sém (ETF - Early Treatment Failure) khi bénh nhan
khéng dap ¢ng voi liéu trinh diéu tri ngay tir giai doan dau, duoc xéac
dinh khi c6 1 trong cac dau hiéu sau:

- Dau hiéu nguy hiém hoc sét rét ac tinh vao ngay 1,2,3 kém theo
c6 ky sinh tring sét rét trong mau.

- Mat d6 ky sinh tring ngay D2 cao hon DO bat luan than nhiét.

- Con ky sinh trung ngay D3 v¢i than nhiét > 37,50C.

- Mat d6 ky sinh trung ngay D3 > 25% so v6i ngay DO.

(2) That bai 1am sang mudn (LCF - Late Clinical Failure), khi cac triéu
chtng 1am sang tai xuat hién mac du khong con ky sinh trung, dugc Xac
dinh khi c6 dau hiéu sau:
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- Khéng c6 diu hiéu nguy hiém hoic sét rét ac tinh hoac thét bai
sém trudc do.

- Su c6 mit ky sinh tring vao bat ky ngay nao tir D7 dén D42 véi
than nhiét > 37,50C.

(3) That bai ky sinh tring muén (LPF - Late Parasitological Failure), khi
Ky sinh tring tai xuat hién trong méu ma khong c6 triéu chung 1am
sang, duoc xac dinh khi ¢ dau hiéu sau:

- Su xuat hién ky sinh triing vao bat ky ngay nao tir D7 dén D42
véi nhiét @6 nach < 37,50C trén cac ca trudc do khong du tiéu
chuan ETF hay LCF.

(4) Pap mg 1am sang va ky sinh tring day du (ACPR - Adequate Clinical
and Parasitological Response): ) dugc xac dinh khong co ky sinh trung
trong vong 42 ngay, bat luan nhiét d6 nach va céc ca trudc do khong
hoi du tiéu chuan ETF, LCF, LPF.

Tha nghiém TES ¢6 nhiéu vu diém noi bat trong viéc danh gia hiéu luc
cua thudc diéu tri sét rét so voi cac phuong phap khac. Puoc thuc hién truc
tiép trén bénh nhan trong méi truong diéu tri thyuc té, TES phan anh chinh xéc
hiéu qua cua thudc va phan tng caa hé mién dich ty nhién. Bénh nhan duoc
theo ddi chit ché trong sudt va sau qué trinh diéu tri, gidp phét hién sém céc
truong hop that bai va tai phét, dong thoi danh gia ca hiéu qua 1am sang va ky
sinh trung. Nho viéc theo doi sy hién dién cua ky sinh trung va kha nang ngan
ngira tai phat, TES c6 kha ning phat hién tinh trang khang thudc. Ngoai ra,
TES tuan theo quy trinh chuan héa cia WHO, dam bao tinh nhat quéan va kha
ning so sanh giita cac nghién ciu va khu vuc khéc nhau, cung cap dit liéu
thuc té va dang tin cdy cho viéc xay dung phac do diéu tri va chinh séach
phong chéng sét rét. So véi cac phuong phép in vitro, TES vuot troi hon
trong viéc danh gia hiéu qua thudc trong co thé sdng, déng thoi cung cap di
licu theo ddi lién tuc va céc tiéu chi phan loai chi tiét [64, 66].

Mic du TES la phuong phap chuan muc dé danh gia hiéu qua cua thude
diéu tri sot rét, nhung no cling gap phai mot s6 han ché dang ké. Viéc to chuc
TES doi hoi quy trinh phuc tap va tbn kém, bao gom tuyén chon bénh nhan,
quan 1y diéu tri va theo di 1am sang trong thoi gian dai, gay ra chi phi cao va
doi hoi ngudn lyc 16n, didu nay dic biét kho khan ddi véi cac quéc gia dang co
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dich sot rét. Cac yéu té nhu kha niang mién dich, tinh trang dinh dudng, mic do
tuan tha diéu tri va bién doi di truyén caa bénh nhan c6 thé anh huong dén két
qua, khién viéc danh gia hiéu qua thudc tré nén phic tap hon. Thoi gian theo
doi dai, tir 28 dén 42 ngay hoic hon, ciing gay kho khan trong viéc duy tri su
tham gia cua bénh nhan. Nhitng han ché nay khién TES tré thanh thach thuc
l6n trong viéc trién khai va duy tri, mac di né van 1a phuong phép quan trong
dé gidm sét hiéu qua cua cac phac dd diéu tri chdng sot rét [64, 66].
1.3.2. Phwong phdp in vitro
1.3.2.1. Phuong phap WHO microtest
Ky thuat WHO microtest 13 mot phuong phap chuan hda do WHO phét
trién dé danh gia d6 nhay cam cua ky sinh tring sét rét d6i véi cac loai thudc
diéu tri sét rét. Ky thuat nay duya trén nguyén tac nudi cay P. falciparum trong
moi truong RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) cia W. Trager va
B. Jensen (1976). Bo micro test KIT cia WHO ¢6 c&c nong do thude duoc
gan trén céac giéng caa phién nhua 96 giéng, chia 1am 12 hang, mdi hang 8
giéng cd 1 giéng chuang va 7 giéng c6 nong do thudc khéac nhau tuy thudc vao
mdi loai thudc thir nghiém. Quy trinh ngay dé xac dinh su nhay cam in vitro
cta P. falciparum véi thudc sét rét tai thuc dia.
1.3.2.2. Phirong phap test in vitro 48 gio
Phuong phép nay nham danh gia mirc d6 nhay cam cua P. falciparum
d6i véi cac loai thudce diéu tri sbt rét bang cach theo doi su phat trién cia KST
sau 48 gio nudi cay trong cac giéng chtra nong do thudc khac nhau.
Quy trinh tién hanh:
- Mau mau chira ky sinh trung sét rét (P. falciparum) duoc thu thap tir
bénh nhan hoac qua nudi cay.
- Cac mau nay dugc pha lodng va cho vao céc giéng cua dia microtest,
trong d6 c6 chira mdi truong nudi cay RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute) va thudc thir nghiém & cac nong do khac nhau.
- Cac giéng cua dia microtest duoc chia thanh hai loai:
o  Giéng chiing: khdng chua thude, dung dé so sanh véi cac giéng
c6 thudc nham danh gia mirc d6 phat trién binh thuong cia KST.
0  Giéng chira thubc: cac giéng nay cé chaa thudc diéu tri sét rét
véi cac nong do tir thap dén cao dé kiém tra mirc do wc ché sy phat
trién caa KST.
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- Nubi ciy 48 gio: Mau duoc  trong moi trudng nhiét do chuan (thuong 1a
37°C) trong 48 gio. Trong thoi gian ndy, sy phat trién cia KST duoc theo
d6i, va khdng can thay d6i moi trudng.

- Panh gia két qua

- Sau 48 gio, cac mau tir mdi giéng s& duoc thu hoach va danh gia

bang cach nhuom (thuong 1a nhuém Giemsa) dé dém sb lwong KST

con séng hoac bj tc ché.

- Ty 1é séng s6t cia KST trong cac giéng chira thudc sé& duoc so

sanh vai giéng ching khong co thude, nham xac dinh ndng d6 ac ché

(50%, 90%, 99% KST) va hiéu qua cta thudc thir nghiém.

Phuong phép nay cho phép danh gia truc tiép kha nang ¢ ché phat trién
cua ky sinh trung P. falciparum boi cac thudc diéu tri sét rét, tir d6 dua ra
thong tin chi tiét vé hiéu qua cua ting loai thudc va mic do nhay cam cua ky
sinh truing véi thudc.

Nhin chung, phuong phap in vitro dong vai trdo quan trong trong nghién
ctru va danh gia khang thudc sét rét véi nhiéu vu diém noi bat. Cac tha
nghiém in vitro c6 kha nang phat hién sém tinh trang khang thuéc ¢ mac do
phan tir va té bao, trudc khi biéu hién 1am sang xuét hién, dinh luong chinh
x4c mic do phét trién va sy hién dién cua ky sinh trung. Nho kha ning kiém
soat diéu kién thi nghiém chit ché, phuong phép in vitro dam bao tinh lap lai
cao va loai bo cac yéu to gay nhiéu tir méi truong song cua bénh nhan. Ngoai
ra, phuong phap in vitro cho phép sang loc nhanh chéng nhiéu hop chat dé
tim ra cac thuéc méi hoic phédi hop thude hiéu qua, hd tro cho cac nghién ciu
co ché tac dong cua thudc & mirc do té bao va phan ti, tir d6 cai tién phac dd
diéu tri

Tuy nhién, phuong phéap nay ciing c6 nhiing han ché. N6 khong thé md
phong day du hé mién dich va céc yéu t sinh hoc phuc tap cia co thé ngudi,
doi hoi trang thiét bj dic biét va k§ ning chuyén mén cao. Viéc chuan hoa
gitta cac phong thi nghiém c6 thé kho khan, cac thar nghiém in vitro khong
cung cap thong tin vé tac dung phu va doc tinh cua thude ddi véi co thé.

1.3.3. Phwong phap sinh hoc phan tir

Phuong phép sinh hoc phan tir gdm maot sé ki thuat nhu PCR, realtime
PCR, giai trinh tu gen dong vai tro quan trong trong nghién ctu khang thudc
vi n6 cho phép phét hién cac dot bién gen hoac bién doi sé luong ban sao cua
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cac gen lién quan dén khang thudc & ky sinh trung. Diéu nay gilp theo doi su
xuat hién va lay lan cua cac dang khang thudc, cung cap théng tin quan trong
dé canh b&o sém vé cac nguy co khang thube va diéu chinh chinh sach diéu tri
phu hop. Nhin chung, phuong phap sinh hoc phan ti thuong it khi dung doc
lap ma thuong phdi hop véi cac phuong phap khac khi nghién ctu sbt rét
khang thudc.

K§ thuat PCR c6 thé dugc sir dung trong viéc phan biét giira tai phét va
tai nhiém KST sét rét trong thir nghiém danh gia hiéu luc diéu tri sot rét. Mau
mau cua bénh nhan duoc thu thap tai thoi diém DO (ngay bat dau diéu tri) va
sau khi xuat hién lai ky sinh tring dé phan tich va so sanh, giup xac dinh
nguyén nhan cua su tai xuat hién nay la do tai phat hay nhiém mai. Trong khi
phuong phap nhuém Giemsa khong thé phan biét rd hai trudong hop nay, phan
tich sinh hoc phan tir qua PCR c6 thé xac dinh céc kiéu gen ky sinh trung tai
cac loci khac nhau nhu MSP1, MSP2, GLURP. Cac kiéu gen nhu MP1
(merozoite surface protein 1), MP2 (merozoite surface protein 2), va GLURP
(glutamate-rich protein) gitp phat hién su khéc biét di truyén giita cac chung
Ky sinh trung, tir &6 phan biét rd rang giira tai phat va tai nhiém.,

Real-time PCR la mot phuong phap phan tir cho phép phat hién cac
bién doi trong sé lugng ban sao cia gen ciing nhu cac SNPs (Single
nucleotide polymorphisms). Phuong phép nay duoc thuc hién trén thiét bi
chuyén dung, cho phép quan séat su khuéch dai DNA trong thoi gian thuc
bang céach sur dung cac chat nhuém huynh quang nhu SYBR Green hoic cac
doan moi danh diu bang huynh quang. Phuong phap nay chu yéu duoc su
dung dé do ludng chinh xac sy thay doi trong sé lwong ban sao cua gen va
phat hién SNPs. Trong quy trinh nay, khi PCR tién hanh, luong san pham
khuéch dai (amplicon) s& tang dan va tin hiéu huynh quang phat ra ty Ié thuan
véi lugng amplicon dugc tao ra. Chu ky (cycle number) tai d6 tin hiéu huynh
quang vuot qua ngudng duoc goi la gia tri Ct (threshold cycle), va gia tri nay
phan anh nong d6 ban dau caa DNA muyc tiéu trong mau.

Giai trinh tw DNA, dac biét la giai trinh tu gen pfK13, dong vai tro quan
trong trong viéc phat hién, theo ddi cac dot bién lién quan dén khang thudc sét
rét, dac biét la khang artemisinin ¢ ky sinh trung P. falciparum. Gen pfK13
ma hoa cho protein Kelchl3, va cac dot bién trong gen nay di dugc ching
minh ¢4 lién quan tryc tiép dén khang thudc.
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Qua trinh giai trinh tu pfK13 gitp xac dinh céc thay ddi trong chudi
nucleotide cua gen nay. Cac dot bién thuong xuat hién tai cac vi tri nhat dinh
trong ving ma héa cua gen pfk13. Khi phan tich trinh tu gen tir cac mau ky
sinh triing sét rét, cac nha khoa hoc cd thé so sanh vai chudi gen tham chiéu
dé phét hién cac dot bién. Vi du, cac dot bién phé bién nhu C580Y, Y493H,
R539T, va 1543T da dugc ghi nhan 1a lién quan dén tinh trang khang
artemisinin. St dung cac phuwong phap giai trinh tu, chang han nhu giai trinh
ty Sanger hoic giai trinh tu thé hé mai (NGS), cac nha nghién cau cd thé
nhanh chéng phét hién va dinh danh cac dot bién nay trong quan thé ky sinh
trung. Piéu ndy rat quan trong cho viéc giam séat khang thudc, theo di su
xuat hién va lay lan cua cac ching khang thuéc trong cac khu vuc luu hanh
bénh sét rét, cling nhu gitp dinh hudng cac chién luoc diéu tri va phong ngua
hiéu qua hon.

Phuong phap sinh hoc phan tir ciing dung dé nghién ciu sot rét khang
thudc. Tuy nhién, phuong phap sinh hoc phan tir thuong it khi dung doc lap
ma thudng phéi hop véi cac phuong phap khac khi nghién ciu st rét khang
thudc. Vé mat ly thuyét, cac tan suat xuat hién dot bién gen cu thé trong mot
mau KST thu duoc tir bénh nhan tir mot khu vuc nhat dinh ¢d thé cung cap
mot dau hiéu cua tan suat khang thudc trong khu vie d6 twong ty nhu thong
tin thu duoc tir cac phuong phép in vitro. Uu diém bao gém chi can sb luong
nho vat liéu di truyén va kha nang tién hanh sé luong 16n kiém tra trong mot
khoang thoi gian twong d6i ngan. Nhuogc diém cia phuong phap nay kho khan
trong danh gia mdi lién quan giira cac dot bién nhat dinh va khang thuée, dic
biét 1a khi sy khang thudc lién quan dén nhiéu hon mét locus gen va nhiéu dot
bién. Néu nhitng phuc tap nay cé thé duoc giai quyét, ki thuat phan tir c6 thé
tré thanh mét cuc ky cong cu giam sat co gia tri dé theo di sy xuat hién, lan
rong hoic tang cudng khang thuée
1.4. Ky sinh tring P. falciparum khang thuéc
1.4.1. Mt sé dinh nghia trong khdng thuéc soét rét

Pén nay WHO d3 chinh thirc ¢ong nhan khang thube ddi véi 3 trong sé
5 ching KST sét rét gay bénh & nguoi bao gom: P. falciparum, P. vivax va P.
malariae trong d6 chiing P. falciparum khang da thudc va 12 loai duy nhat da
giam nhay cam va khang véi artemisinin va dan xuat. Tuy nhién, trén thuc
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hanh 1am sang van con nham Ian gitta thuat ngit “Khéang thudc” va “Thét bai
diéu tri”.

Khéng thudc khang sét rét duoc dinh nghia 1 kha ning caa mot chung
ky sinh tring séng st hodc nhan 1&n mic du da dugc st dung va hap thu mot
loai thudc véi liéu lugng bang hodc cao hon liéu thudng dugc khuyén céo,
nhung van trong gi¢i han dung nap cuaa co thé [12].

That bai diéu tri 1a thuat ngit duoc sir dung nhiéu trong nghién ctu hiéu
luc thuc gan day. That bai diéu tri dugc dinh nghia 1a tinh trang mot thude
méat kha nang 1am sach KST trong mau hoic xuat hién céc triéu chiing nang
1én mic du da duoc diéu tri da liéu theo qui dinh. Hién twong that bai diéu tri
khong phai luc nao ciling déng nghia vai khang thubc. That bai diéu tri con do
nguyén nhan khac nhu thudc gia, thuéc quéa han, udng khong du liéu, dung
nap thudc kém, dap (ng mién dich [67].

Khang da thudc 12 tinh trang khang d6i véi hon hai loai thuéc khang sot
rét thuoc cac nhom hoa hoc khac nhau [12].

Niam 2018, dinh nghia khang mot phan artemisinin (artemisinin partial
resistance) dugc dua ra boi WHO khi ¢o6 sy cham lam sach KST do khang
mot phan artemisinin trén thé nhan. Tuy nhién, phan lén céc bénh nhan c6
hién tuong cham 1am sach KST van sach KST sau khi diéu tri bang liéu phap
ACT vi bén trong van c6 vai tro caa thudc di kém (partner drug) van cé hiéu
qua kéo dai dén 7 ngdy. Theo dinh nghia méi bd sung va cap nhat nay thi:

+ Nghi ngo khu vuce khang: > 10% nguoi bénh c6 thoi gian giam % s
luong KST > 5 gid sau diéu tri véi ACT hodc > 5% s6 nguoi bénh mang dot
bién gen pfK13 xac dinh khang artemisinin hoic > 5% ngudi bénh cé thoi
gian cat KST cham sau ngay D3.

+ Xac dinh khu vuc khang artemisinin: > 5% s6 nguoi bénh mang dot
bién gen pfK13 xac dinh khang artemisinin, tat ca ngudi bénh nay cé thoi gian
cit KST cham vao ngay D3 hoic cd thoi gian giam Y% s6 lugng KST > 5 gio
sau diéu tri [67].

1.4.2. Chi thi phén ti trong theo ddi khang Dihydroartemisinin-Piperaquine

Chi thi phan tir duoc sir dung trong theo ddi khang thudc sét rét 1a mot
phuong phap st dung cac ky thuat sinh hoc phan tir d&é phat hién va theo dbi
cac dot bién di truyén lién quan dén kha ning khang thubc cua ky sinh tring
sét rét (Plasmodium spp.). Phuong phap nay duogc coi 1a cong cu quan trong



30

trong viéc quan ly va kiém soat tinh trang khang thuéc cua ky sinh tring sét
rét, dac biét 12 & cac ving c6 ty 1& khang thudc cao hoic cac "diém néng" vé
khang thuc nhu Pong Nam A va chau Phi. Cac k§ thuat giam séat phan tir cha
yéu tap trung vao viéc phan tich cac gen dich c6 lién quan dén khang thuéc,
nhu gen pfK13 ddi véi khang artemisinin, hoac gen pfert va pfmdrl déi voi
khang chloroquine.

Cac chi thi phan tir dung dé theo ddi tinh khang thudc dam bao maot sé

tiéu chi sau:

Vi.

Pic hiéu cho ting loai thudc: Chi thi phan tir thudng lién quan dén céc
dot bién hoac sy thay do6i trong mot hodc vai gen nhat dinh c6 lién quan
dén kha niang khang thudc cia tdc nhan gay bénh. Nhing gen nay
thuong ma hoa cho cac protein muc tiéu cua thudc hoac cac enzyme co
kha niang vo hiéu hoa thudc.

Phan bd dia ly va dich t& hoc: Cac chi thi phan tir khang thudc co su
phan bd khéng dong déu giira cac khu vuc dia ly va quan thé ky sinh
trung, thuong tap trung & cac "diém nong" khang thudc. Su phan b
nay gitp xac dinh va theo dbi sy lay lan cia khang thudc trén pham vi
rong.

Lién quan dén sy chon loc ty nhién: Cac dot bién khang thudc thuong
Xuat hién va gia ting tan suat théng qua qua trinh chon loc tu nhién.
Piéu nay xay ra khi mot nhdm ca thé ¢ dot bién khang thudc séng sot
va sinh san manh hon cac ca thé khong co dét bién dudi 4p luc cua lidu
phap diéu tri.

Tinh 6n dinh: Céc chi thi phan ttr thuong 1a cac diém dot bién 6n dinh
va cd thé duoc theo dbi qua nhiéu thé hé cua tac nhan gay bénh, gilp
viéc giam sat va nghién ctru dé dang hon.

Co6 lién hé véi két qua diéu tri: Chi thi phan ta c6 tinh lién quan truc
tiép véi hiéu qua diéu tri. Vi du, su xuét hién caa mot sé dot bién co thé
du bao ty 1é that bai trong diéu tri hoac thoi gian 1am sach ky sinh tring
kéo dai.

D& dang phét hién va phan tich: Cac chi thi phan ttr thuong duoc thiét
ké sao cho d& dang phat hién bang céac ki thuat sinh hoc phan tir nhu
PCR, giai trinh tu gen, hoac cac phuong phap khac, giap tang hiéu qua
va do chinh xac trong viéc theo ddi khang thudc.



31

Viéc lua chon céc chi thi phan tar dé giam sat khang thudc sdt rét dong
thoi phu thudc chat ché vao phac dd diéu tri hién hanh va loai thuc dang
duoc sir dung trong khu vuc. Diéu ndy nhim dam bao cac chi thi phan tu
duoc chon ¢d lién quan truc tiép dén co ché khang thudc cua ky sinh trung doi
véi nhiing loai thue dang dugc &p dung, tir &6 phan anh chinh xac tinh trang
khang thudc trong quan thé ky sinh triing tai dia phuong.

Nhu vay, theo doi tinh trang khang DHA-PPQ mot trong nhitng liéu
phap diéu tri ACT phd bién, tai Viét nam céc chi thi phan ti thudng duoc st
dung bao gém pfK13 theo ddi khang artemisinin va su gia ting sb lwong ban
sao pfpm2, diém dot bién E415G theo ddi khang PPQ.
1.4.2.1. Bét bién trén gen pfK13 trong theo ddi khang artemisnin

Gen pfK13 md hoa protein Kelch nam trén nhiém sic thé s 13 cua ky
sinh triing sot rét P. falciparum. Protein Kelch 13 gom c6 3 ving chic ning
véi d6 dai khoang 726 axit amin [68]:

- Vung N déc trung cho nganh ApicompleX, khu vuc nay khong duoc
bao ton nhiéu va cd cau trdc dang cudn ngau nhién;

- Vung CCC (a coiled-coil-containing) ma hoa cho axit amin 212-341,
vung BTB (Broad Complex hay BTB/POZ) ma hoa cho axit amin tir 350-437;

- Vung Krep (Kelch-repeat propeller) hay motif Kelch mé hoa cho axit
amin tir 443-726 dic trung bai 6 ving nho hinh canh quat dién hinh va day
cling 14 viing xuat hién hau hét cac dot bién lién quan dén khang artemisinin
(Hinh 1.4).

Ving nam trong phirc hé
E3 ubiquinin ligase
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Hinh 1.4. Gen pfK13 va cac vung chuc nang [69]
(Nguon Coppée R va céng sw, 2019)
Protein Kelch13 la mét protein quan trong trong ky sinh tring sot rét P.
falciparum déng vai tro then chdt trong co ché khang thudc artemisinin [51,
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52]. Chtc ning chinh cua Kelch13 lién quan dén qué trinh ubiquitin hod, mot
qua trinh hau dich m3 trong d6 ubiquitin gan vao protein dé danh du ching
cho su phan hay boi proteasome hoic diéu chinh cac chic ning khac cua
protein. Kelch13 hoat dong nhu mot bo diéu hop caa E3 ubiquitin ligase, diéu
chinh cac protein lién quan dén chu ky té bao, sao chép gen, van chuyén
mang, va dac biét la qua trinh endocytosis, ticc qué trinh nhap bao [51, 52].
Tai cytostome cua ky sinh trung, Kelch13 giup diéu khién qué trinh hap thu
hemoglobin tir té bao hong cau chu, sau d6 hemoglobin duoc tiéu hda trong
khong bao tiéu hoa cua ky sinh tring dé cung cap dudng chat. Cac dot bién o
pfK13 1am gian doan qua trinh nay, dan dén giam lwong heme tir hemoglobin
can thiét dé kich hoat artemisinin, gitip ky sinh tring song sot trong giai doan
vong som cua nhiém trung khi diéu tri bang artemisinin [51]. Ngoai ra, cac
dot bién pfK13 con gitp ky sinh tring giam ciang thang proteotoxic do
artemisinin gay ra bang cach giam hoat dong tiéu hoa hemoglobin va do d6
giam lwong heme kich hoat artemisinin. Két qua 1a dot bién pfk13 c6 thé chiu
dung cang thang tot hon va c6 hé théng phong thi manh mé hon trudc tac
dong cua artemisinin [51, 52].

Cho dén hién nay, da phat hién duoc hon 200 loai dot bién trén gen
pfK13 tuy nhién khdng phai dang dot bién nao ciing lién quan toi khéng
artemisinin [12, 70]. Theo phan loai cia WHO, cac dot bién pfK13 duoc xac
nhan 1a lién quan dén khang artemisinin bao gom: N458Y, Y493H, R539T,
1543T, R561H va C580Y, nhiing dot bién nay da dugc chiing minh 1a ¢ lién
guan chat ch& dén hién twong thanh thai ky sinh tring cham sau khi diéu tri
bang artemisinin [12]. Ngoai ra, c6 mot sé dot bién tmg vién ciing c6 tiém
nang lién quan dén khang artemisinin nhu: P441L, F4461, G449A, P553L,
V568G, P574L va A675V [12]. Mot sé dot bién khac dd duoc bao céo cé lién
quan dén khéang thudc trong céc thir nghiém in vivo hoac in vitro bao gom:
M4761, C469Y, A481V, S522C, N5371, N537D, G538V, M5791, D584V va
H719N, cac dot bién nay duoc phan loai dua trén muc do lién quan dén hién
tugng thanh thai ky sinh triing cham va két qua cac nghién ctu 1am sang ciing
nhu nghién cttu trong phong thi nghiém [12, 71] .
1.4.2.2. Diém da hinh don E415G va chi thi phan tiz khang PPQ

Gen exonuclease cuaa P. falciparum (pfEXO hogc PF3D7_1362500)
nam trén NST s6 13 cua ky sinh tring sbt rét mad hoa enzym exonuclease [6].
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Exonuclease 1a cac enzyme chu chét tham gia vao nhiéu khia canh cua qua
trinh chuyén hoa va duy tri té bao va rat can thiét cho sy 6n dinh caa bo gen,
hoat dong dé tach DNA khoi cac dau ty do. Cac exonuclease c6 thé dong vai
tro 1a bo doc stra 16i trong quéa trinh sao chép DNA, dé loai bo céc cau trdc
DNA bat thuong phat sinh tir cc van dé véi tién trinh r& nhanh sao chép
DNA va ching cd thé tham gia tryc tiép vao viéc stra chita DNA bi hong.
cach thuc ca hoat dong exonuclease bén trong va bén ngoai gop phan vao do
chinh xac caa DNA polymerase trong qué trinh sao chép DNA [72].

Dot bién E415G trén gen pfEXO lam thay d6i nucleotide adenin thanh
guanin dan dén lam thay d6i axit glutamic (E) thanh glycine (G) & vi tri 415
trén gen ma hoa [19]. Nhu tén goi cta ching, exonuclease la cac enzym phén
cat nucleotit tir dau 3' hoic 5' cia DNA bang céach thiy phan céc lién két
photphodiester gitta cic axit nucleic. Pay 1a dic diém chung caa mot sb
polymerase c6 “hoat tinh exo” va dugc phan biét véi hoat dong endonuclease
boi vi exonuclease phan cit tir hai dau cudi cua chudi DNA trai nguoc véi phan
cat nucleotit tai mot vi tri bén trong cta “hoat tinh endo”. Nghién ciru trude day
da chi ra rang hoat dong exonuclease 3°-5 ’ciing can thiét trong sira chira két
ndi khong tuong dong (NHEJ) cho thay mét vai tro dbi véi exonucleases khong
chi trong qua trinh sao chép DNA ma con trong cac qua trinh stra chira riéng
biét. Tuy nhién vai trd caa exonuclease nay d6i véi ky sinh triing P. falciparum
van chua duoc nghién ciou rd rang. Cac gia thuyét duoc dua ra rang
exonuclease cua P. falciparum cé vai tro stra chira trong qua trinh sao chép
DNA va tham chi cd thé stra chita DNA cua Ky sinh triing. Néu diéu nay chinh
xac thi kha nang dot bién E415G s& 1am anh anh hudong dén chire ning doc lai
hoic sira chita cua protein gia dinh ndy dan dén sy khéc biét dang ké (tang hoac
giam) trong cac dot bién tong thé ¢ ky sinh tring sét rét, co thé hd tro trong
kiéu hinh khang thuéc.

Cac b&o cdo gan day cho thdy E415G lién quan dén khang PPQ, mot
thanh phéan trong phac d6 diéu tri phéi hop DHA-PPQ [6, 14, 17]. Theo
nghién citu ciia Boonyalai va cong sy (2020) di kham pha vai tro caa dot bién
E415G trong gen pfEXO lién quan dén kha nang khang PPQ ctia ky sinh triing
P. falciparum & Campuchia [17], két qua cho thay cac ky sinh tring mang dot
bién E415G két hop véi cac dot bién méi cua pfert (T93S, HI7Y, F1451, va
1218F) c6 kha niang khang PPQ ngay ca khi khdng c6 su gia tang s6 luong
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ban sao pfpm2. Diéu ndy cho thay ring dot bién E415G déng vai trd quan
trong trong viéc tao ra kiéu hinh khang PPQ [17].
1.4.2.3 Gen pfpm2 va chi th; phén ti khang PPQ

Gen plasmepsin (pfpm) ma hoa cho enzyme aspartic protease, nam trén
nhiém sic thé s6 14 cua ky sinh trang P. falciparum [73]. Ky sinh tring P.
falciparum c6 10 loai plasmepsin (tir 1 dén 10), mdi plasmepsin dong vai tro
nhat dinh trong chu ky séng cua nd [73]. Plasmepsinl/2 la cac aspartic
protease chinh, chiu trdch nhiém phan giai hemoglobin trongkhdng tiéu hoa
cua ky sinh tring, cung cap ngudn dinh dudng can thiét cho su séng con va
phat trién caa ching. Plasmepsin3 (con goi la Histo-aspartic Protease hoic
HAP) va plasmepsin 4 cling tham gia vao qué trinh ti€u hoéa hemoglobin,
nhung & mac d6 it ro rét hon [73].

Ngay sau khi xdm nhap vao héng cau, ky sinh tring sét rét thuy phan
hemoglobin véi tdc dd kha nhanh chdng nho hoat déng cua enzyme aspartic
proease (plasmepsin 1-4), qua trinh nay cung cip chat dinh dudng can thiét
cho hoat dong cua ky sinh tring sot rét [74]. Khi ky sinh tring sot rét phan
hay hemoglobin, heme duoc giai phong ra va co thé gay doc cho ching néu
khong dugc xtr 1y ding cach. Dé tranh diéu ndy, ky sinh tring bién heme
thanh mot dang khong doc hai la cac hat khong tan cé tén la hemozoin [75].
Sy tich tu nhan heme 1a qua trinh ngan chin su bién ddi cua heme thanh
hemozoin, tir d6 tao ra méi truong doc hai cho ky sinh tring va cé thé dan dén
cai chét cua chung. Pay 1a co s& caa mot s6 loai thude diéu tri sot rét nhu
chloroquine va PPQ, lam viéc bang cach ngin chin su tao thanh cua
hemozoin, tir d6 tich tu heme ty do trong ky sinh trung va gay déc cho chung
[16, 76]. Su gia tang sb lwong ban sao cua pfpm2 lam ting mac d6 biéu hién
cua Cac protease nay, gitp ky sinh tring vuot qua tac dong cua PPQ bang
cach duy tri quéa trinh tiéu hda hemoglobin va hinh thanh hemozoin, ké ca khi
c6 sy hién dién caa thuc [16].

Sy thay di s6 lugng ban sao gen (Copy Number Variation - CNV) la
hinh thiic bién d6i di truyén kha phd bién dugc quan sat thiy va dugc chung
minh 1a yéu t6 chinh gop phan vao phat trién khang thudc o ky sinh tring sot
rét P. falciparum [77].

Vai tro cua chi thi phan tir pfom2 véi tinh khang PPQ lan dau tién duoc
b&o cao qua nghién ciu caa Witkowski va cong su [15, 78]. Tac gia sir dung
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thir nghiém PSA (Piperaquine survival assay) dé xac dinh ti 18 séng sot cua ky
sinh trang khi tiép xudc voi PPQ, két qua cho thay ti 18 sdng sét trung binh
gitra cac chung c6 nhiéu ban sao cua pfpm2 so véi céc chung chi c6 mot ban
sao lan luot 12 51,7% (IQR 29,7-75,1) so véi 0,004% (IQR 0,003-0,39), p <
0,0001. Nhu vay, véi két qua ndy, tac gia cho rang chi thi phan tir khuéch dai
gen pfpm2 1a mot dau hiéu manh mé cho theo ddi khang PPQ tai khu vuc c6
dich [15, 78].

Nghién ctru cua Roberto Amato va cac cong su nham chang minh su
khuéch dai ban sao pfpm2 lién quan dén khang PPQ, di sir dung mot phuong
phap toan dién bao gom phan tich toan bo bo gen (GWAS) va phan tich sb
lwong ban sao. Cuy thé, nhém nghién ctru da thu thap 297 mau P. falciparum
tir Campuchia tir 2011 dén 2013 va tién hanh do nong do uc ché 50% PPQ in
vitro. Phan tich sé luong ban sao di xac dinh sy khuéch dai cua cac gen
pfom2 ciing lién quan dén tang ICs, ctia PPQ [16].

Khéng chi duoc str dung 1a dau hiéu cua khang PPQ, nghién ctu tai
Campuchia cho thay pfpm2 con lién quan chat ché toi hiéu qua diéu tri cua
DHA-PPQ [15]. Trong 12 dija diém nghién cttu vé hiéu qua cuia DHA-PPQ tur
nam 2009 dén 2015, cac nha khoa hoc da phat hién riang ti 16 mau bénh pham
c6 nhiéu ban sao gen pfpm2 c6 mbi tuong quan nghich véi ti 1¢ chita khoi vao
ngay 42 (r=-0,89 [95%CI 0,77-0,95], p<0,0001). Diéu nay c6 nghia 1a khi sb
luong ban sao pfpm2 tang 1én, ti 1& chira khoi giam xuéng. Mot md hinh hoi
quy Cox cho thay nguy co tai phat sau liéu trinh 3 ngdy DHA-PPQ ting 1én
dang ké (p<2 x107-16) khi c6 sy hién dién cua ky sinh tring véi nhiéu ban
sao pfpm2 vao ngay dau tién, bat ké dia diém lay mau. Ngoai ra, moét md hinh
hoi quy tuyén tinh chi ra rang hiéu qua 1am sang cua DHA-PPQ vao ngay 42
giam xudng dudi 90% khi ti & ky sinh tring c6 nhiéu ban sao pfpm2 trén nén
dot bién pfk13 vuot qua 22%. NGi cach khac, nghién ciu nay cho thay rang
su gia ting s6 luong ban sao cua gen pfpm2 cd lién quan chat ché dén viéc
giam hiéu qua diéu tri DHA-PPQ va ting nguy co tai phat ky sinh trung [15].
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1.4.3. Tinh hinh ky sinh tring P. falciparum khang thuéc sét rét

Trudce khi artemisinin dwgc sir dung rong réi, khu vuc GMS da chirng
kién sy khang thudc cua P. falciparum ddi véi céc loai thude diéu tri sét rét
truyén théng nhu chloroquine va SP [79].

Vao nam 2008, khang artemisinin hay sy cham thanh thai ky sinh trung
sét rét lan dau tién duoc bao céo tai Tay Campuchia [80]. Hién twong cham
thanh thai dugc dac trung bai thoi gian thanh thai ky sinh trung kéo dai sau
khi diéu tri bang artemisinin hoic phac d6 ACT [45]. Thong thuong, c4c ca
nhiém khdng cham thanh thai % ky sinh tring sét rét s& giam manh mic do
ky sinh tring trong vong khoang 3 gid sau khi diéu tri bang ACT, trong khi
cac ca nhidm cd sy cham thanh thai %2 ky sinh tring sét rét can nhiéu thoi
gian hon (> 5-6 gid) dé dat dugc muc d6 twong tu [81]. Mic di ca khang
artemisinin 1am sang dén nam 2008 mdi duoc bao céo thi dit liéu phan tir cho
thay kha ning khang artemisinin da xuat hién mién Tay Campuchia da xuét
hién tr nhitng nam 2001 - 2002 vai khoang 70% ky sinh trung da mang dot
bién pfK13, trong d6 hon 40% c6 dot bién C580Y [45, 78, 79, 80, 81, 82, 83].

Pén nam 2009, Dondorp va cong su cdng bd nghién cau cho thiy mic
d6 khang artemisinin dang gia ting & Ty Campuchia, vai ti 18 that bai diéu tri
cao hon dang ké, 1én dén 20-40% [78]. Cung véi d6, khang artemisinin lan
sang khu vuc can mién Tay Campuchia, trong giai doan tir 2011 dén 2013, ti
1& dot bién pfK13 & cac khu vuc 1an can mién tdy Campuchia van con thép,
nhung dén nam 2013, 63% mau tir Chey Saen, Péng Bic Campuchia, d3
mang dot bién ndy. Su xuat hién va lan réng caa hién tuong khang artemisinin
da dan dén su giam hiéu qua cta nhiéu liéu phap ACT [82, 83]. Trong giai
doan tir ndm 2010 dén 2011, khang artemisinin bat dau lan sang cac khu vuc
khac ctia Pong Nam A, bao gdm bién gi¢i Thai Lan - Myanmar va mién Nam
Viét Nam [82].

Tai Viét Nam, tinh hinh khang artemisinin da dién bién phac tap qua
cac giai doan khac nhau. Vao nam 2009, WHO bao cao hién tugng cham
thanh thanh thai ky sinh tring sét rét lan dau tién tai Viét Nam, véi khoang
10% mau tir Binh Phudc mang dot bién pfk13 [83, 84]. Pén nam 2010 -
2011, ti 1& dot bién pfK13 ¢ Binh Phudc di ting 1én hon 20%, cho thiy su gia
tang cua khang thudc. Trong giai doan 2012 - 2013, hon 80% mau tir huyén
Nam Tra My, Quang Nam, mang dot bién pfK13, chi ra rang dot bién nay da
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lan rong tir mién nam Ién mién trung. Bén nim 2014 - 2015, tai Gia Lai, phia
nam Nam Tra My, dot bién pfK13 tiép tuc dugc xac dinh, cho thay su lan
rong lién tuc cua khang thudc. Ti Ié that bai diéu tri véi DHA-PPQ tai Binh
Phudc vuot qua 10% vao nam 2015, dan dén viéc gigi thiéu lai AS-MQ nhu
licu phap diéu trj thay thé [83].

Mic du chua c6 bang chung ndo cho thiy khang artemisinin do dot
bién pfK13 di lan rong ngodi GMS. Tuy nhién, van dé dang lo ngai gan day la
P. falciparum mang mot dau hiéu khang artemisinin, pfK13 R561H, da xuat
hién va lan rong ¢ Rwanda [85]. Dong ky sinh trung khang artemisinin &
Rwanda biéu hién kiéu hinh cua khang artemisinin, tic 1a thanh thai ky sinh
trung cham kém theo tang ti 18 song sot sau khi tiép xdc in vitro vi DHA,
nhung may man 1a chua anh huéng dén hiéu qua cia AL, lidu phap dau tién
trong diéu tri sot rét & Rwanda [85]. Thém vao dé nghién ctu ciing cho rang
khang artemisinin tai khu vuc ndy ¢ ngudn gdoc doc 1ap véi khang thuéc tai
Chau A [85].

Khang thudc ddi tac cia ACT c6 thé da xuat hién & Pong Nam A, va
DHA —PPQ la mét vi du [83]. Piéu nay gy ra su thanh thai ky sinh tring
cham. Hon nita, artemisinin c6 kha niang diét thé vo tinh rat tét ¢ giai doan
dau va cudi vong doi caa ky sinh tring, khién cho cac ky sinh triing nhay cam
it d& 14y lan hon va c6 thé ciing giam kha nang sinh giao bao [83]. Nguoc lai,
nhiing Ky sinh trung khang artemisinin lai it bi anh hudng hon va tham chi cé
thé thuc day su hinh thanh giao bao, 1am tang sy lay truyén cta cac ky sinh
trung khang thubc khi ACT bat dau that bai trong diéu tri. Nhitng yéu t6 nay
tao ra mot loi thé chon loc cho khang artemisinin va dac biét 1a khang da
thudc, mé rong su phd bién cua ching trong quan thé ky sinh tring, dac biét
la & nhitng khu vuc c6 ti 1é 18y truyén sét rét thap [83].

Khang PPQ da duogc bdo cdo & Campuchia va cac nudc lan can [17]. Su
khang thudc nay lién quan dén su ting sb lwong ban sao cua gen pfpm2, dan
dén hiéu qua diéu tri giam PPQ [5]. Vao nam 2015, tat ca 8 nghién ctu dugc
thuc hién tai Campuchia cho thay ti 1¢ ting ban sao cua gen pfpm2 vuot qué
50%, diéu nay chi ra rang tinh trang khang PPQ & Campuchia rat nghiém
trong trong thoi gian nay [17]. Tuy nhién, vao cac nam 2018 va 2019, khong
c6 nghién ciru ndo bao céo ti & nay vuot qua 50%, su thay ddi nay co thé lién
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quan dén viéc thay doi chinh sach diéu tri tir str dung DHA-PPQ sang AS-MQ
tir nam 2014 [86, 87].

Pa khang thudc 1a mot van dé phic tap va khién cho hiéu luc diéu tri
sét rét giam nghiém trong hon [5, 83]. O nhiing khu vuc c6 P. falciparum
khang ca artemisinin va thuéc phdi hop trong liéu phap ACT, ti 1é tai phat s&
rat cao, nhu da quan sat & Campuchia va Viét Nam sau diéu tri bang DHA-
PPQ. Su két hop giira dot bién pfK13 C580Y va su nhan déi pfpm2/3 di tao
ra mot dong ky sinh trung da khang thudc manh mé, goi l1a "C580Y-co-
lineage" [83] hodc “KEL1/PLA1” [87]. Ching ky sinh tring nay da lan truyén
tir Campuchia sang cac nudc 1ang giéng nhu Viét Nam va Thai Lan, diéu nay
gay ra sy lay lan nhanh chéng su da khang thudc trén khap Campuchia vé
phia Tay Viét Nam, lam suy giam hiéu qua diéu tri cia DHA-PPQ tai cac
quéc gia nay [5, 83, 87].

T6m lai, tinh trang khéng thudc va da khang thubc cua ky sinh tring sét
rét P. falciparum tai khu vuc GMS noi chung va Viét Nam ndi riéng, dang tro
nén ngay cang phac tap, anh huong nghiém trong dén két qua diéu tri va cong
tac phong chdng sot rét. Ngoai khang artemisinin, hién tugng khang thubc
phdi hop diéu tri nhu PPQ da duoc ghi nhan, 1am giam hiéu luc cac phuong
phap diéu tri hién tai. Tinh trang nay khdng chi gay kho khan cho viéc diéu tri
ma con de doa dén thanh tyu di dat duoc trong kiém soat va phong chdng sét
rét.
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Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Nghién ciru sy bién doi di truyén va tan so dot bién ciia mot s6 gen
khang thudc ¢ ky sinh trung sot rét P. falciparum
2.1.1. Péi twong nghién ciru, thoi gian, dia diém

Mau méu kho trén gidy thim Whatman tir 421 bénh nhan sét rét khong
bién chung do nhiém don thuan véi P. falciparum bang xét nghiém lam mau
nhuom Giemsa [30], duoc thu thap duoc trong giai doan tir thang 8 nam 2018
dén thang 5 nam 2019 tai 4 tinh Pak Noéng, Gia Lai, Pak Lik, Binh Phudc,
thoa méan cac tiéu chuan dudi day:
* Tiéu chuan lwa chon
Nhi&m don thuan P. falciparum;
Khong phan biét tudi tac, gisi tinh;
Bénh nhéan, nguoi giam ho hop phap cha me chap thuan tham gia
nghién cuu.
* Tiéu chuan loai trir:

- Nhiém phdi hop hoic don loai khong phai P. falciparum;

- Khéng dong y tham gia nghién cuu.
* Pja diém, thai gian nghién cuau:

- bia diém: Vién Nghién ctru Y duoc hoc, Hoc Vién Quan y.
- Thoi gian nghién ciu tir thang 8 nam 2018 dén thang 3 nam 2023.

2.1.2. Hoa chdt, trang thiét b, dung cu
2.1.2.1. Hoa chadt

Bo kit tach chiét DNA tong s6 GeneJET Whole Blood Genomic DNA
Purification (Thermo Fisher Scientific, My); Ho4 chét can thiét cho phan ung
nhan gen bao gém: Gotaq® mastermix (Promega, My); QuantiTect Probe
PCR Master Mix (Qiagen, CHLB btic); bém 10X (Fermentas, My); Nudc
khtr ion (Thermo Scientific, My); Agarose (Thermo ScientificTM, M¥); Hoa
chat pha dém chay dién di DNA (TAE): Tris base (Merck, CHLB bic);
Acetic acid (Merck, CHLB Puc); EDTA (Merck, CHLB bic); DNA chuan
100bp, 1kb (Thermo Scientific, My); Bo kit tinh sach san pham PCR
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, M¥); Ethanol 70%.
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2.1.2.2. Thiét bi
May Luén nhiét (Eppendorf AG, CHLB buc); May real-time PCR
(Qiagen, CHLB Duc); May lac 6n nhiét (Thermomixer, My); May ly tam nhanh
(Wealtech E- Catrifuge, My); May lic (IKA® vortex genius 3 Rotamixer,
CHLB buc); Lo vi song (Sharp, Nhat Ban), Can ki thuat (Metller Toledo, Thuy
Sy); Tu lanh &m 20°C, &m 80°C (Sanyo, Nhat Ban); Pipet cac loai (Eppendorf
Research Plus, CHLB bic); May ly tam, May quang phd Biospectrometer va
May dién di (Bio-Rad, M$), Kinh hién vi quang hoc (Zeiss, CHLB Drc).
2.1.2.3. Dung cu
Lam kinh, gidy Whatman, éng chita mau EDTA-K2 (Viét Nam); Ong
Eppendorf dung mau thé tich 1,5 ml (Corning, M¥); dng Eppendorf 0,2 ml
(QSP); Pau con céc loai (Eppendorf, CHLB Purc).
2.1.3. Phwong phap nghién ciru
2.1.3.1. Thiét ké nghién cizu
Nghién cttu mé ta két qua thuc nghiém trong phong thi nghiém.
2.1.3.2. Cé mdu va phwong phdp chon mau
- C& mau: ¢& mau tbi thiéu duoc tinh theo cong thirc xac dinh mot ti 16
xuat hién dot bién cac gen khéang thuéc:

—72 1-p
N=Z1_«/2 =2

Trong do:

- n: 1a ¢& mAu téi thiéu can diéu tra dé phat hién dot bién

- Sai 1am loai | véi 0=0,05.

- & Do chinh xé4c tuong d6i, nhom nghién ctu lya chon £=0,1

- p: Ti 1é xuat hién cac dot bién gen trong quan thé

+ Tham khao ti 1& xuat hién dot bién C580Y cua gen pfK13 tai khu Viét
Nam giai doan 2015-2016 1a 79,1% [88]. Két qua thay vao cdng thuc ta c6 ¢
mau tbi thiéu 1a n = 102 mau bénh nhan.

+ Ti & xuat hién dot bién gen pfEXO tham khao tir két qua nghién ctu
cua tac gia Huynh Hong Quang va cong su 1a 55,6% [89]. Két qua thay vao
cong thac ta c6 c& mau téi thiéu 1a n = 307 mau bénh nhan.

+ Ti 18 xuat hién dot bién gen pfpm2 tham khao tir két qua nghién ciu
cua tac gia D. Leroya va cong su 1a 54,1% [90]. Két qua thay vao cong thic ta
c6 ¢& mau tbi thiéu 1a n = 326 mau bénh nhan.
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Nhu vay ¢& mau tdi thiéu dé nghién ctu bién doi di truyén va tan sé dot
bién trén 3 gen ng vién 1a 326 mau, du tri 10% mat thdng tin thi nghién cau
nay can 356 mau. Két qua nghién ctu cua t6i da thu thap duoc 421 bénh nhan
sét rét khong bién chang do P. falciparum du tiéu chuan tham gia nghién ctu
phuc vu khao sat tin sb dot bién trén cac gen khang thudc

- Phuwong phap chon mau: Mau dugc thu thap khdng ngau nhién ti
cac bénh nhan sét rét do P. falciparum don thuan tai cac dia diém nghién cuu.
2.1.4. Ngi dung nghién cizu va bién sé nghién ciru
2.1.4.1. Ngi dung nghién cuzu
- Phan tich sy bién d@6i di truyén va khao sat tan so6 dét bién trén gen
pfK13

+ Xac dinh dot bién trén gen pfk13

+ Xac dinh tan suat xuat hién cac dot bién trén gen pfK13

+ Phan tich mét sb dic diém theo sy xuit hién dot bién trén gen pfk13
- Phan tich sw bién d@6i di truyén va khao sat tin sé6 khuéch dai ban sao
gen pfpm2

+ Xac dinh dac diém khuéch dai ban sao gen pfpm2

+ X4ac dinh tan suat xuat hién khuéch dai ban sao gen pfpm2

+ Phan tich mét sb dic diém theo sy xuat hién dot bién trén gen pfpm2
- Phén tich tinh da hinh diém dét bién E415G trén gen pfEXO

+ Xac dinh dot bién E415G trén gen pfEXO

+ Xac dinh tan suat xuat hién dot bién E415G trén gen pfEXO

+ Phan tich mot sé dic diém theo su xuét hién dot bién E415G trén gen
pfEXO
2.1.4.2. Chi tiéu, bién so nghién citu bién doi di truyén va tan sé dét bién gen
ung Vién

Bang 2.1. Chi tiéu, bién s6 nghién ctu muc tiéu 1

TT |Bién so Pinh nghia, cach xac dinh Phan loai
bién s6

Pic diém chung va triéu chiing 1am sang

1 [Tudi (nam) |LA thoi gian tinh tir khi dbi twong duoc sinh ra cho ti| Pinh lwong
thoi diém bénh nhan tham gia nghién ciru, tinh theo nim
duong lich.

2 |Gigitinh  |Nam gidi va nit gioi Nhi phéan
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TT |Bién sé Pinh nghia, cach xac dinh Phan loai
bién s6
3 |bia diém|Dja diém bénh nhan sinh séng va Iam viéc ngay| Pinh danh
nghién ctu |tredc thoi diém dugc chan doan sot rét chua bién
chung
4 |Triéu Nhiét d6 co thé duoc do bang nhiét ké thuy ngan, vi| Phan hang
chung sét  |tri do tai hdm nach. Panh gid va phéan loai mic do| tha bac
s6t theo Balli va cong su [91]:
+ Nhiét d6 binh thuong: 36°C - 37,4°C
+ St nhe: 37,5°C - 38°C
+ S6t vira: 38,1°C - 39°C
+ S6t cao: 39,1°C - 41°C
+ Sét rat cao: > 41°C
5 |Mat d6 ky|Mat do ky sinh tring 1a s6 luong ky sinh trung /ul| Pinh lugng
sinh  trung|mau.
s6t rét
Piic diém bién déi di truyén
1 |Pot  bién|Phan loai: Pinh tinh
gen pfK13 |Kiéu gen dot bién: Ky sinh tring sot rét mang dot
bién trén gen pfK13.
Kiéu gen dai: dugc dinh nghia 1a ky sinh tring sot
rét khong mang dot bién trén gen pfk13
2 |Su thay d6i|So luong ban sao dugc tinh théng qua gia tri Ct cua 2| Dinh tinh
sé6  luwong|gen (pfpm2, p-tubulin) cua ching chuan va mau bénh
ban sao trén|pham dé xac dinh s6 lugng ban sao pfpm2.
gen pfpm2 |Phan loai :
Két qua gia tri > 1,5 1am tron 1én 2, duoc xac dinh 1a
ky sinh tring mang nhiéu ban sao gen pfpm?2.
Gia tri <1,5 lam tron xubng 1, duge xac dinh 1a ky
sinh trung mang 1 ban sao gen pfpm2.
3 |Tinh da|Phan loai: binh tinh
hinh  diém|Kiéu gen dot bién: Ky sinh tring sét rét mang dot
dot  bién|bién E415G trén gen pfEXO.
E415G trén| Kiéu gen dai: dugc dinh nghia 1a ky sinh trung sbt
gen pfEXO |rét khong mang d6t bién E415G trén gen pfEXO.
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2.1.5. Ky thugt sz dung trong nghién cizu
2.1.5.1. Ky thudt xdc dinh ky sinh tring sot rét P. falciparum bang lam méau
soi kinh hién vi

K§ thuat phét hién va xac dinh chinh xac ky sinh tring sét rét P.
falciparum dugc thuc hién bang phuong phép soi kinh hién vi trén tiéu ban
méau nhuém Giemsa, tuan tha theo huéng dan cua T6 chic Y té Thé gidi
(WHO, 2016) [30]. Quy trinh chi tiét cua ky thuat nay duoc trinh bay trong
Phu luc 3 Luan an.
2.1.5.2. Ky thudr dém mdt dé ky sinh triing sot rét.

K thuat dém mat do ky sinh triing sét rét duoc thuc hién theo hudng
dan caa WHO (2016) [92]. Quy trinh thuc hién chi tiét cua ky thuat duoc
trinh bay trong Phu luc 4 Luan an.
2.1.5.3. Ky thugt ldy mau bénh nhan vao gidy thdm Whatman 3MM

MAu mau thu thap tir cac bénh nhan mic sbt rét don nhiém véi ky sinh
trung P. falciparum s& duoc bao quan trén giay tham Whatman. Quy trinh thu
thap va bao quan mau duoc thuc hién theo hudng dan cia To6 chac Y té Thé
gidi (WHO, 2016) va dugc md ta chi tiét trong Phu luc 5 luan an.
2.1.5.4. Tach chiét DNA tong so

DNA tong s duoc tach tir mau mau trén giay loc Whaman cua bénh
nhan tham gia nghién ctu bang bo kit GeneJET Whole (Thermofisher, M¥).
Quy trinh tac chiét theo huéng dan chi tiét cia cua nha san xuat. San pham
DNA sau tach chiét s& duoc bao quan & -20°C cho dén khi duoc sir dung cho
phan tng nhan gen.
2.1.5.5. Pinh lwong va danh gid dé sach ciia DNA bang quang phé ké

Kiém tra ndong do va danh gia chat luong duoc DNA téng s6 thuc hién
trén may NanoDrop 2000 (Thermofisher, My) theo huéng dan cua nha san
xuat. Chat luong DNA dugc danh gia dya trén hai ti s6 A260/A280 va
A260/A230. Khi hai ti s6 nam lan luot trong khoang tir 1,8-2 va 1,8-2,2 thi
DNA duoc coi la dam bao d6 sach. San pham DNA tong sé sau khi kiém tra
nong do va do tinh sach s& duoc bao quan & -20°C cho dén khi dugc sir dung
cho phan rng nhan gen.
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2.1.5.6. Xdc dinh dgt bién trén gen pfk13
Trong nghién ciru ndy, dé ting do nhay cua phan ung khuéch dai gen
pfK13, k¥ thuat PCR Idng (nested PCR) dd duoc sur dung theo md ta trong
mot nghién caa Ariey va cong su [93].
Bang 2.2: Trinh ty cip mbi nhan ban gen pfk13

Tén moi Trinh tw mai (5°-3°)

pfl3- 1F GGGAATCTGGTGGTAACAGC
pfl3- 1R CGGAGTGACCAAATCTGGGA
pfl3- 2F GCCTTGTTGAAAGAAGCAGA
pfl3- 2R GCCAAGCTGCCATTCATTTG

Ghi cha: F: Forward - Mgi xudi; R: Reverse r - Méi ngurot
Thanh phan phan @ng va chu trinh nhiét téi vu dé nhan ban gen pfk13
duoc trinh bay ¢ bang dudi day:
Bang 2.3. Thanh phan phan tng cho phan ¢ng PCR nhan gen pfk13

PCR vong 1 PCR vong 2
Thanh phan Thétich (u)  Thanhphan  Thé tich (ul)
Mastermix 10 Mastermix 10
pfK13-2F
pfK13- 1F (10 pM) 0,5 0,5
(10 pM)
pfK13- 2R
pfK13- 1R(10 pM) 0,5 0,5
(10 pM)
H,0O 7 H,O 7
DNA 2 DNA 2
Téng sb 20 Tong sb 20
Chu ky nhiét: Chu ky nhiét
94°C-5 phit, (94°C-45 gidy, 51°C-  95°C-5 phut, (94°C-45 gidy, 50°C-
45 giay, 72°C-1 phat 25 giay giay) 45 giay, 72°C-45 giay) x30, 72°C-
x25, 72°C-5 phiit. 5 pht.

San phém PCR sau khi dién di, kiém tra kich thudc sé& dugc tién hanh
tinh sach bang bot kit PCR GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher
Scientific, My).
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San pham DNA sau tinh sach s& duoc do ndng d6 truge khi giai trinh
tu. San pham PCR vong 2 dwoc gui toi hang Apical Scientific Sdn, Bhd
(Malaysia) dé tinh sach va giai trinh tu v&i moi pfkK13-2F.

Khi c6 két qua, st dung phan mém Bioedit VV7.2.5 so sanh véi trinh tu
gen thu duwoc véi trinh ty gen pfK13 tham chiéu trén ngan hang gen
(NC_004331.3), dugc phan tich bang thuat toan Clutal W multiple alignment
dé xac dinh dot bién.
2.1.5.7. Xdc dinh sé lieong ban sao gen pfpm2

Trong nghién ciru nay, xac dinh sé luong ban sao gen pfpm2 ¢ ky sinh
tring sot rét thdng qua gen tham chiéu B-tubulin, trong d6 sir dung dau do
Tagman dé thyc hién phan tng multiplex real-time PCR nhan dong thoi gen
pfom2 va gen tham chiéu B-tubulin. Trinh ty moi va probe t6i c6 tham khao
nghién ctru cua Robert va cs [94], duogc trinh bay tai bang dudi day :

Bang 2.4. Trinh tu moi va dau do phan tng nhan gen pfpm2 va S-tubulin

Tén moi Trinh tw mai (5°-3”)
pfom2 F GGA GAT AAC CAA CAACCATTT AC
pfom2 R GTT GTACAT TTAACACTT GGG A
pfom2 -probe | FAM-CCC ATA AAT TAG CAG ATC CTG TAT C-BHD
S-tubulin F TGA TGT GCG CAA GTG ATC C
S-tubulin R TCC TTT GTG GAC ATT CTT CCT C
p-tubulin ~ -|VIC - TAG CAC ATG CCG TTA AAT ATC TTC CAT GTC T -
probe BHD

Ghi chi: F: Forward - Méi xudi; R: Reverse - Méi nguoc; Probe: Bau do

- Thuc hién phan @ng real-time PCR nhan gen: Thanh phan cho
phan tmg nhan gen xac dinh sé lugng ban sao gen pfpm2 & ky sinh triing sot
rét P. falciparum dugc trinh bay ¢ bang duéi:
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Bang 2.5. Thanh phan phan tng va chu ky nhiét cho phan tng nhan gen

pfpm2 va S-tubulin

Thanh phan Nong d (uM) Thé tich (ul)
Master Mix 12,5
pfpm2 F 0,4 1
pfpm2 R 0,4 1
[S-tubulin F 0,4 1
S-tubulin R 0,4 1
pfpm?2 dau do 0,1 0,25
[S-tubulin probe 0,1 0,25
H,O 6
DNA 2

Thé tich 25
Chu ky nhiét

Hold 45 chu ky

95° — 15 phat 94° — 15 giay 94° — 15 giay

Sau khi thuc hién phan @ng real-time PCR cho tit ca cac mau bénh
pham, gi4 tri dudong ngudng cua phan tng duoc xac dinh bang 5% gia tri tin
hiéu huynh quang cao nhat va dugc diéu chinh nham dam bao gié tri duong
ngudng tuong dbi dong déu ¢ tat ca cac phan ung. Xac dinh duoc gia tri
duong ngudng, phan mém cia may real-time PCR cho két qua gié tri chu ky
ngudng (Ct) cta cac mau. Gié tri Ct cua tat ca cac mau dugc dua vao excel,
xt ly bang cong thic Livak 2722¢ @& tinh sé ban sao cia gen pfpm2 [95].
Trong dé

ACt = Ctprpmz — Cle_tupuiin
AACt = ACtmay penn — ACtmay 3p7
ACt,, 5, penn hi€u gia tri Ct cua gen pfpm2 véi gen tham chiéu B-tubulin ctia
mau bénh
ACt 5, 3p- gid tri trung binh cua hiéu gia tri Ct ciia gen pfpm2 véi gen tham
chiéu B-tubulin ctia mau ddi chimg 3D7 & tat ca cac lan chay.

Két qua s6 ban sao caa gen pfpm2 dugc tinh theo cong thirc 2724t viéi

gia tri phan nguyén sau khi duoc lam tron.
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2.1.5.8. Xac dinh tinh da hinh E415G trén gen pfEXO

Nghién ctu st dung phuong phép tetra-primer ARMS-PCR dé xac
dinh diém da hinh E415G. Trudc tién, st dung phan mém primer-blast dé
thiét ké moi nhan doan gen pfEXO cua ky sinh triing sot rét c6 chira diém da
hinh E415G, trinh ty gen tham chiéu PF3D7_1362500 c6 trén ngan hang gen.
So dd vi tri cac mdi trong phan tng tetra-ARMS PCR phét hién diém da hinh
E415G dugc trinh bay tai hinh dudi day:

¢
;w

S H

euscRnw . ﬁRc
exo_E415G o-— _

*
ﬂ_
s I o

E415GFc o/ E415G-Fas-V2

v

y
i AT4bp

316bp

v

749 bp
Hinh 2.1. So db vj tri cac mdi trong phan ng tetra-primer ARMS-PCR
(Hai moi mau xanh (mai ngoai) khuéch dai gen ngi chudn, méi mau do
E415G-Ras-W (mai trong) khuéch dai allen thwong, moi mau dé E415G-Fas-
V (mai trong) khuéch dai allen dét bién. Ddau “X” minh hoa Vi tri Xay ra dét
bién; ddu “*” minh hoa mismatch ¢ nucleotit sé 2 tinh tir ddu 3 ciia moi).
Cac cap mdi sau khi dugc thiét ké s& duoc thur nghiém trén thuc té dé
Kiém tra d6 dic hiéu. Trinh ty moi thiét ké dé phat hién diém da hinh E415G
trén gen pfEXO & ky sinh triing sét rét duge trinh bay dudi day:
Bang 2.6. Trinh tu 4 moi duoc st dung dé phét hién diém da hinh E415G

Tén moi Trinh tw moi (5° > 3°)
E415G-Fc GGA ATG TGC TTT AAC GAA TGG
E415G-Fas-V TAT GGT TAT AAC GAT AAAAC G
E415G-Rc GGTGTTCCTTCCTCTTTTCTTG
E415G-Ras-W CCC AATGATTGTTTACTTCG'T

(Nucleotit ddc hiéu cho allen ¢ tdn ciing dau 3’ cuia moi (in dam), nucleotit s6 2 ¢ dau 3’
deoc thiét ké khong bat cap dwoc ki hiéu (*).
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*Thuc hién phan wng tetra ARMS PCR nhan gen pfEXO:

Phat hién diém dot bién E415G ¢ ky sinh tring sét rét: Thanh phan
phan tng nhan gen pfEXO nhu sau:
Bang 2.7. Thanh phan phan tng phét hién E415G trén gen pfEXO & ky sinh triing

Thanh phan Thé tich (ulI) Nong do
Gotag Green Mastermix (2X) 5
MO6i xudi (5UM) 0,5 0,25 uM
Mbi nguoc (SUM) 0,5 0,25 uM
H,0 3
ADN (30 ng/ul) 1 3 ng/ul
Tong 10

Chu trinh: 95°C-5 phut, (95°C-45 gidy, gradient-45 gidy, 72°C-35 giay) x40,
72°C-5 phut.

Sau khi két thiic phan tng tetra ARMS - PCR, san pham PCR dugc dién
di trén gel agarose 2%, dua vao sb luong band, kich thudc band dé cac dinh
s6 luong kiéu gen.

Kich thudc cac bang xuat hién khi dién di san pham phan @ng PCR sé&
cho biét kiéu gen cua ky sinh trung trong mau pham. Ky sinh tring sét rét
mang alen thuong (A) co cac bang kich thudc la 749bp va 316bp. Ky sinh
tring sot rét mang alen dot bién (G) xuat hién cac bang kich thudc 1a 749bp
va 474bp.

Pé kiém tra d6 chinh xéac cua phuong phap ARMS-PCR, ching tdi sir
dung phuong phép giai trinh ty gen pfEXO lam ddi ching. Tién hanh giai
trinh tu gen pfEXO nhu sau:

*Giai trinh tw gen pfEXO:

Str dung cap mdi E415G-Fc (Mdi xudi: 5°- GGA ATG TGC TTT AAC
GAA TGG-3’) va E415G-Rc (Mbi nguge: 5°’GGT GTT CCT TCC TCT TTT
CTT G -3’ dé nhan gen pfEX0. Thanh phan phan &ng va chu trinh nhiét phan
ung nhan gen pfEXO nhu sau:
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Bang 2.8. Thanh phan phan tng nhan gen pfEXO

Thanh phan phan #ng Thé tich (ul)
Gotaqg Green Mastermix (2X) 5
E415G-Fc (5uM) 0,5
E415G-Rc (5UM) 0,5
H,0 3
DNA (30 ng/ul) 1
Tong 10

Chu trinh: 95°C-5 pht, (95°C-45 gidy, 54°C-45 gidy, 72°C-35 giay) x40; 72°C-
5 phdat.

San pham PCR sau khi dién di, kiém tra kich thudc s& duoc tién hanh
tinh sach trudc khi gui di giai trinh ty. San pham PCR duoc g tdi hang
Apical Scientific Sdn, Bhd (Malaysia) dé giai trinh tu véi moi E415G-Fc
(Bang 2.6).

Khi c6 két qua, cac trinh tu thu dugce dugce ghép néi, chinh sira bing céc
cong cu tin sinh hoc nhu BioEdit. Trinh tu thu duoc cudi cung duoc so sanh
v6i ngan hang gen dé xac dinh kiéu gen E415G cua ky sinh tring sét rét P.
falciparum va so sanh di chiéu véi phuong phap ARMS-PCR xay dung.

2.2. Panh gia hiéu qua diéu tri cia DHA — PPQ trong diéu trj sét rét
khong bién chieng do P. falciparum

2.2.1. Doi twong, thoi gian, dia diém nghién ciru

2.2.1.1. Pdi tugng nghién ciu

Ho so bénh an luu trir ciia c4c bénh nhan da tham gia danh gia hiéu qua
diéu tri phac d6 DHA-PPQ trong diéu tri sot rét khong bién chung do P.
falciparum theo quy trinh thir nghiém TES (WHO, 2009) trong giai doan tir
thang 8 ndm 2018 dén thang 5 nam 2019.

*Tiéu chudn lwa chen hé so bénh dn dwoc lwa chen bao gom:
- Ho so bénh an cua c4c bénh nhan dwgc chan doan xac dinh méc sot rét
khong bién chiing do P. falciparum.
- Céc bénh nhén trong hd so di dugc diéu tri bang phac d6 DHA-PPQ
theo quy trinh chuén, véi ddy du thong tin vé:

o Li€u dung, cach dung va thoi gian diéu tri.
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o Céc phan tGng bét loi lién quan dén thudc (néu co).
- Hd so bénh 4n cb dﬁy du dix liéu can thiét, bao gém:

o Thoéng tin hanh chinh: Ho tén, tudi, gidi tinh, ma bénh an, dia chi.

o Thong tin 1am sang: Triéu ching ban dau, chan doan xac dinh,
tinh trang dién bién trong qua trinh diéu tri.

o Két qua cac thong sd xét nghiém 1am sang lién quan (than nhiét,
mat d¢ ky sinh trung).

o Théng tin theo ddi: Dit liéu tai kham sau diéu tri vao cac mdc
thoi gian: ngay thtr 3, ngay tha 7, ngay thu 14, ngay thu 28 va
ngay thir 42, bao gém két qua xét nghiém ky sinh tring va tinh
trang lam sang.

* Tiéu chudn logi trie hé so bénh an:

- Hd so bénh an bj rach, mat trang, mo hoac sai 1éch thong tin.

- Thiéu thong tin quan trong nhu chan dodn, két qua xét nghiém hodc dir
liéu theo doi.

- Chan doan khong phu hop:

o Hb so khong ghi nhan su hién dién cua P. falciparum hodc co su
hién dién dong thoi cua cac loai Plasmodium Khéc.

o Bénh nhan bi sbt rét bién chimg hodc mic bénh 1y déng mic
nghiém trong nhu suy gan, suy than, HIV/AIDS.

- Bénh nhan khéng tuan thu phéc d6 diéu tri DHA-PPQ hodc bo dé diéu tri.
2.2.1.2. Pia diém, thoi gian nghién cau
- Dia diém: Vién sbt rét — con trung va ky sinh tring Trung wong,Vién
nghién ctru y duoc hoc quan su, Hoc vién Quan y.
- Thoi gian: Thai gian nghién cau tir thang 6 nim 2019 dén thang 3 nim
2023.
2.2.2. Phwong phap nghién cwu
2.2.2.1. Thiét ké nghién ctu
Nghién ctu hdi ctru dya trén phan tich hd so bénh an cua bénh nhan sét
rét khdng bién chang do P. falciparum.
2.2.2.2. C& miu danh gia hiéu qua phac d6 DHA-PPQ
C& mau lya chon hd so bénh &n trong nghién ctu hoi ctu dwa vao cong
thire tinh ¢& mau tham chiéu duya trén bang xac dinh ¢& miu cua nghién ctu
cua WHO (2009)
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Dua vao ty 1¢ thit bai 1am sang tir nghién ctu truéc st dung thude
DHA-PPQ 1a dudi 10%, ty 1& 10% duoc chon dé xac dinh ¢& mau cho nghién
ctru nay.

Véi khoang tin cay 95% va do chinh xéac tuyét doi 10% (d), ty 1¢ bénh
nhan mat theo ddi hoac rut khoi nghién cau duoc wéc tinh khoang 10%.

Khi ty 16 p = 0,10 (10%) va d = 15%, s6 bénh nhan mét theo d&i hoac
rat khoi nghién ciu khoang 15% yéu cau c& mau tdi thiéu 1a bénh nhan (bao
gom 49 bénh nhan chinh va 8 bénh nhan du phong). Do d6 ¢& miu chung cho
nghién cuau la 49 +8 =57 bénh nhan. Nghién ctru caa tbi chon lya 63 bénh an
bénh nhan du diéu kién ¢& mau cho nghién cuu.

Bang 2. 9. C& mau udéc tinh duya trén ty Ié that bai 1am sang (p) ¢ quan thé

Ty Ié that bai 1am sang trén quan thé (p) véi dé tin cay 95%

d 005|011 |015| 02 |0,25| 03 | 035| 04 | 045 | 05

005 | 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. Ngi dung va bién sé nghién cizu danh gid hi¢u qud phdc dé6 DHA-PPQ
2.2.3.1. Ngi dung nghién ciru danh gia hiéu qua phac & DHA-PPQ

- Xac dinh ti I¢ ky sinh tring sét rét duong tinh vao ngay D3 sau diéu tri:

- Xac dinh ti |é tai phat ky sinh tring sét rét;

- Xac dinh hiéu qua diéu trj sau 42 ngay diéu tri: bao gom xac dinh ti 1é
ETF; tilé LTF, LPF, LCF vati I¢ ACPR.
2.2.3.2. Chi tiéu, bién sé nghién ctu

Bang 2.10. Chi tiéu, bién sb nghién cau muc tiéu 2

TT Bién sb Dinh nghia, phén loai danh gia Phan loai
bién sb

1 | Ky sinh trung | La bénh nhan con ky sinh trung trong mau | Binh tinh
s6t rét duong | sau 3 ngay (72 gio) diéu tri bing DHA-PPQ.
tinh vao ngay
D3 sau diéu tri

2 | Taiphéat Day la tinh trang ma cung chung ky sinh trung | Binh tinh
sét rét quay lai va gay bénh sau khi bénh nhan
da dugc diéu tri. Piéu nay c6 nghia la ky sinh
tring khong bi loai bo hoan toan khoi co thé
sau lan diéu tri ban dau va sau d6 chiing phat
trién lai, gay ra triéu chiing sot rét.
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TT

Bién s

Dinh nghia, phan loai danh gia

Phan loai
bién s6

Tai nhiém

La tinh trang bénh nhan bi nhiém mot ching
ky sinh tring st rét khac sau khi da duogc diéu
tri va khoi bénh truéce d6. Diéu nay c6 nghia 1a
bénh nhan bi nhiém tring lai tr moi truong
bén ngoai vai mot chung ky sinh trung mai
hoan toan khac véi ching trude do.

binh tinh

ETF

ETF (That bai diéu tri sém) duoc xac dinh khi
c6 1 trong cac dau hiéu sau:

- Dau hiéu nguy hiém hoac sét rét ac tinh vao
ngay 1,2,3 kém theo c6 ky sinh tring sét rét
trong mau.

- Mat d¢ ky sinh trung ngay D2 cao hon DO
bat luan than nhiét.

- Con ky sinh trung ngay D3 vai than nhiét >
37,5°C.

- Mat d6 ky sinh trung ngay D3 > 25% so vdi
ngay DO.

binh tinh

LCF

LCF (That bai 1am sang muén) duoc xac dinh:
- Khéng c6 dau hiéu nguy hiém hoic sdt rét &c
tinh hozc that bai som trudce do.

- Sy ¢6 mat ky sinh tring vao bat ky ngay nao
tir D7 dén D42 vai than nhiét > 37,5°C.

Dinh tinh

LPF

LPF (That bai ky sinh tring muon) duoc xac
dinh 1a sy xuat hién ky sinh tring vao bat ky
ngay nao tir D7 dén D42 véi nhiét 6 nach <
37,5°C trén céc ca trude d6 khong du tiéu chuan
ETF hay LCF.

Dinh tinh

ACPR

ACPR (dép ung lam sang va ky sinh trung
day du) dugc dinh nghia 1a: khong c6 ky sinh
tring trong vong 42 ngay, bat luan nhiét do
nach va cac ca trudc do khong hoi du tiéu
chuan ETF, LCF, LPF.

- Stir dung twong duong thuat ngwr: chira khoi,
diéu tri thanh cong, dap tng diéu tri.

binh tinh
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2.2.4. Ky thugt sir dung trong nghién cizu
2.2.4.1. K§ thuat thu thap s liéu
- Sang loc va lya chon nhitng hd so dap tng tiéu chuan lya chon va
khong nam trong tiéu chuan loai trir.
- Ghi nhan day du thong tin can thiét, bao gom:
Thong tin hanh chinh (an danh héa sau do).

o Chan doan lam sang va can l1am sang.

Qua trinh diéu tri, str dung thude.
o Thong tin theo doi trudc, trong va sau diéu trj.
2.2.4.2. K§ thuat ma hoa va an danh sé liéu

- M4 hda théng tin ca nhan: Thay thé cac thong tin nhan dang nhu ho tén,
dia chi, bang ma hoa.

Vi du: ma s6 bénh nhan (ID) s& duoc ma hoa nhu sau: D6.01 = bénh nhan,

01= s thir tu.

. Dit liéu ma héa phai duoc luu trit riéng biét khoi di liéu géc.

- Bang ma tham chiéu: Tao bang tham chiéu dé luu giit lién két giira ma
hoa va théng tin gbc. Bang ndy can bao mat va chi st dung trong
truong hop can thiét,

2.2.4.3. Ky thuat 1am sach va chuan héa sé liéu

- Ra soat dir lieu: Kiém tra toan bo hd so dé dam bao tinh day du va
chinh xac:

o Pam bao tit ca cac bién sd (nhu tudi, gisi tinh, két qua diéu tri)
duoc ghi day du.

o Loai bo cac hd so bi mat théng tin quan trong (khong dap @ng
tiéu chuan nghién ctu).

- Chuan hoa dit liéu: Bam bao tinh nhat quan trong cach ghi chép va dinh
dang dtr liéu:

o Vi du: Tuéi duoc ghi bang sé nguyén, ngay thang theo dinh dang
"DD/IMM/YYYY™.
o Ma4 hoa c4c bién s6 dinh tinh (vi du: Nam = 1, Nit = 2).
- Xt ly dit liéu thiéu: Déi vai céc bién s bi thiéu gia tri:

o Lién hé co so dit lidu goc (néu co thé) dé bo sung thdng tin.
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o Ghi chd rd bién s thiéu dé loai trir hodc sir dung phuong phap
thdng ke thich hop dé xur ly.
2.2.4.4. Ky thuat luu trir va quan Iy sé liéu
- Str dung phan mém quan ly dix liéu
o Luu trit va quan ly dit liéu ho so bénh &n trong cac phan mém nhu:
o Microsoft Excel: Phu hop cho dix liéu don gian.
o R: St dung cho phan tich théng ké va dix liéu 16n.
2.2.4.5. Bao mat dur liéu
o Luu trit dir liéu trong céc tép c6 mat khau bao vé.
« Phan quyén truy cap: Chi cac thanh vién trong nhém nghién ctu duoc
phép truy cap di liéu.
« Luu trir tép ma hoa va tép dit liéu phan tich riéng biét.
2.3. Phan tich mét sé6 yéu té lién quan téi hiéu qua caa
Dihydroartemisinin - Piperaquine trong diéu tri sét rét khong bién ching
do P. falciparum
2.3.1. Péi twong nghién ciru

Ho so bénh &n cua 63 bénh nhan mac sbt rét khong bién chung do P.
falciparum duoc diéu tri bang DHA-PPQ va dix liéu dot bién gen pfk13, pfpm2,
pfEXO & ky sinh tring sot rét P. falciparum.

2.3.2. Thiét két nghién ciru
- Nghién cttu m6 ta co6 phan tich
2.3.3. Ngi dung nghién cearu

- M0 ta dic diém cua hiéu qua diéu tri DHA-PPQ qua yéu t6 gen.

- Xac dinh mdi lién quan gitra hiéu qua diéu tri va cac yéu to nay cé thé
bao gém dic diém cua bénh nhan, tinh trang ky sinh tring, dic diém vé dot
bién gen

- Pic diém cua bénh nhan

+ Tudi: Khao sat cac yéu té nhan khau hoc nhu tudi tac c6 anh huong
dén hiéu qua diéu tri hay khéng.

+ Thé trang bénh nhan: Panh gia thé trang co thé bénh nhan 1a mic do
béo phi hoac gay yéu thdng qua chi s6 khdi co thé (BMI) dé xac dinh mdi lién
hé véi hiéu qua diéu trj.

+ Mirc do nhiém ky sinh trung: Do luong mat do ky sinh triing trong
mau trude khi diéu tri bénh nhan dé danh gia hiéu qua véi thudc.
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- Dot bién gen ky sinh tring: pfK13, sb luong ban sao gen pfpm2, diém
dot bién E415G trén gen pfEXO.

+ Str dung cac phuong phap thong ké dé xac dinh méi quan hé gitta dot
bién gen va hiéu qua diéu tri.

+ M6 hinh dy doan: Xay dung cac mé hinh du doan hiéu qua diéu tri
dwa trén dir liéu gen dot bién, sy thay doi s lugng ban sao gen pfpm2 va diém
dot bién E415G, C580Y vai hiéu qua diéu tri.

2.3.4. Bién sé, chi sé nghién cizu méi lién quan véi higu qud phdc do DHA-PPQ
Bang 2.11. Cac bién s, chi s6 nghién cttu muc tiéu 3

TT | Bién so Dinh nghia, phén loai danh gia Phan loai
bién s6
Bién doc lap
1 | Tudi (nam) La thoi gian tinh tir khi d6i twong duoc sinh ra | Pinh luong
cho téi thoi diém bénh nhan tham gia nghién
Clru, tinh theo nam duong lich.
2 | bia diém | Bia diém bénh nhan sinh séng va lam viéc ngay | Dinh danh
nghién cuu truéc thoi diém duoc chan doan sot rét chua
bién ching
3 Mat do0 KST | Mat do ky sinh trung la $0 luong KST /ul mau. | Pinh lugng
4 | BMI (kg/m?) | BMI = can ning (kg) / chiéu cao? (m) Dinh lugng
5 | Dot bién gen | Phan loai: binh tinh
pfK13 Kiéu gen dot bién: Ky sinh tring sét rét mang
dot bién trén gen pfK13.
Kiéu gen dai: duoc dinh nghia 13 ky sinh trung
s6t rét khong mang dot bién trén gen pfk13
6 |Su thay d6i | So luong ban sao dugc tinh théng qua gia tri Ct | Binh tinh
s6 lwong ban | cua 2 gen (pfpm2, p-tubulin) cua chung chuan
sao trén gen | vd mau bénh phim dé xac dinh sé lugng ban
pfpm2 sao pfpm2.
Phan loai :
Két qua gi& tri > 1,5 1am tron 1én 2, duoc Xac
dinh 1a ky sinh tring mang nhiéu ban sao gen
pfpm2.
Gia tri <1,5 lam tron xudng 1, duge xac dinh la
Ky sinh trung mang 1 ban sao gen pfpm2.
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TT | Bién so Dinh nghia, phan loai danh gia Phan loai
bién sb
7 | Tinh da hinh | Phan loai: binh tinh

diém dot bién | Kiéu gen dot bién: Ky sinh tring sot rét mang
E415G  trén | dot bién E415G trén gen pfEXO.

gen pfEXO Kiéu gen dai: dugc dinh nghia 1a ky sinh tring
sbt rét khong mang dot bién E415G trén gen

pfEXO.
8 | Kiéu dot bién | Su xuat hién dong thoi cac dot bién trén cac | Nhi phan
phirc gen tng khang thudc

Bién phu thugc — hiéu qua phac d6 DHA-PPQ

1 | Két qua diéu | Phan loai diéu tri dwoc tién hanh sau ngay D42. | Binh tinh
tri That bai diéu tri (gom c6 3 dang ETF, LCF,
LPF), dap tmg diéu tri (ACPR).

2.4. Phan tich va xir 1y s6 liéu

Cac chi sb, bién s duoc nhap liéu bang phan mém Microsoft office
excel 2016, phan tich théng ké sir dung phan mém R language vs 4.1.0 phién
ban danh cho window. Phan tich hiéu luc diéu tri sot rét theo phan mém in
vivo phién ban 7.1 Pascal Ringwald, WHO (2009) [64].

- Thong ké mo ta:

+ C4c bién dinh luong duoc trinh bay bang gia trj trung binh va d6 léch
chuan (s6 liéu tuan theo phan phéi chuan duoc kiém dinh bang Shapiro-
Wilk Test, biéu d6 QQ-plot) hoic trung vi va bach phan vi hoic gia tri nho
nhat, 16n nhat danh cho céc bién khdng tuan theo phan phéi chuan. Mat do ky
sinh trinh duoc biéu dién dudi dang trung binh nhan (Geomean) do su phan
b chénh léch 16n gitra cac c4 thé.

+ C&c bién dinh tinh: Bién nhi phan, phan loai, tht bac duoc md ta
bang tan s6 xuat hién (n) va ti 1é (%).

- Thong ké phén tich:

+ C4c bién dinh luong: So sanh trung binh gira hai nhém bang kiém
dinh T — test danh cho cac bién tuan thu phan phdi chuan, néu khdng tuan
theo quy luat phan phdi chuan s& st dung cac kiém dinh phi tham s
(Wilcoxon test).
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+ Céc bién dinh tinh: So sanh ti I¢ giita hai nhém sir dung Chi-square
test cho so sanh ti Ié giita hai nhom, trong d6 tham sé Ky vong <5 it hon 20%.
Péi vai so sanh ti 1 cua nhiéu nhém hoac c6 >20% tham sb ky vong <5 thi si
dung Fisher’s exact test, trong cac truong hop bang cé kich thudc l6n hon
2%2 thi sir dung Pearson's Chi-squared test.

+ Phan tich ti I¢ tai phat tich liiy sir dung phan tich song con biéu dién
bang duong Kaplan meier, kiém dinh logrank test va udc lugng 95%Cl.

+ Phan tich méi lién quan giira cac yéu té véi két qua diéu tri that bai
st dung md hinh hdi quy logistic don bién, da bién véi kiém dinh Wald test.
Xay dung va lya chon mé hinh xac dinh vai trd cua cac yéu tb lién quan voi
hiéu qua diéu tri bang phuong phap BMA, céc tiéu chi lya chon md hinh la
cac chi s6 Akaike Information Criterion (AIC) va Bayesian Information
Criterion (BIC), R?, xac suat hau dinh, s6 bién cia mé hinh.

2.5. Pao dwrc trong nghién ciru

Nghién ctu di duoc théng qua hoi dong dao dirc trong nghién cau caa
Hoc vién Quan y theo S6 1690/GCN-HVQY ngay 04 thang 6 nim 2018. Tat
ca nhitng nguoi tham gia dugc thdng bao loi ich, muc dich cua nghién cuu va
cac quy trinh duoc sir dung trong viéc thu thap dir liéu. Thong tin vé tinh
trang bénh, théng tin c4 nhan cta ddi twong nghién ciru dugc gitt bi mat va
chi dugc sir dung vao muc dich nghién ctru, khong dung vao bat ¢ muc dich

nao khac.



2.6. So’ d6 nghién ciu

Muc tiéu 1
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Muc tiéu 2

Muc tiéu 3

Hinh 2.2. So db nghién ctu
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Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Nghién citu sw bién déi di truyén va tan s6 dot bién caa mét sé gen
khang thuéc & Ky sinh trung sét rét P. falciparum
3.1.1. Pdc diém chung bénh nhan tham gia nghién ciu
Dic diém vé do tudi cua céc bénh nhan tham gia nghién ctu dugc trinh
bay & hinh dudi day:

30
201

T
1
1
1
1
1
1
1
|
1
1
1
10 1
1
1
|
1

1
Trung binh (SDY 32.6 (9.86)
14 19 24 29 34 39 44 49 54 59
Tudi (nam)

Hinh 3.1. Pac diém vé do tudi caa cac bénh nhan tham gia nghién cau
(n=421)
Két qua cho thay do tudi trung binh caa bénh nhan tham gia nghién cau
1a 32,6 +9,86 tudi, do tudi nho nhat 1a 14 tudi, 16n nhat 12 60 tudi.

Hinh 3.2. Bic diém gigi tinh ctia bénh nhan tham gia nghién cau (n=421)

Phan b gisi tinh caa bénh nhan tham gia nghién ciru dugc trinh bay
trén hinh 3.2, két qua cho thay phan b nam gi¢i (n=386) chiém ti 18 91,7%,
nit gisi (n=35), chiém ti 1¢ 8,3%. Nhu vay ti 16 nam mac st rét cao vuot troi
S0 va6i bénh nhan ntr.
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Hinh 3.3. Mat d6 ky sinh tring sét rét & bénh nhan tham gia nghién ctu
(n=421)

Mat do Ky sinh tring sot rét & bénh nhan tham gia nghién ciu duogc
trinh bay trén Hinh 3.3, két qua cho thady mat do ky sinh tring sét rét trung
binh nhan 1a 7022 ky sinh tring /ul mau. Mat do thap nhat 1a 168 ky sinh
tring /pl mau, cao nhat 1a 154 666 ky sinh trung /ul mau. Pa sd bénh nhan
c6 mat do ky sinh trung tip trung dudi 19.500 ky sinh trung /ul mau.

Bang 3.1. Phan loai tinh trang sét & bénh nhan tham gia nghién cau (n=421)

Tinh trang sét S6 lwong Tilé %
Khong st 6 1,5%
Sét nhe 94 22,3%
St vira 243 57,7%
St cao 77 18,3%
Sot rat cao 1 0,2%

Tinh trang s6t & bénh nhan tham gia nghién ciu duoc trinh bay trén
Bang 3.1, két qua cho thay da s (55,7%) bénh nhan sét vira, 22,3% sét nhe,
18,3% bénh nhan sét cao va 0,2 % bénh nhan sdt rat cao.
3.1.2. Swbién déi di truyén va tan sé dét bién trén gen pfK13 ¢ ky sinh triing sét rét

San pham DNA cua cac mau bénh pham thu dugc sau khi tach chiét s&
duogc sir dung cho phan ang nhan gen. Thuc hién phan tng PCR 16ng dé nhan
gen pfK13, san pham PCR dic hiéu c6 kich thudc khoang 800 bp s& duoc
dién di kiém tra kich thudc va tinh sach du diéu kién trudc khi giai trinh tu.
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799 bp

Hinh 3.4. Két qua dién di san pham sau tinh sach
(Giéng 10: Thang DNA chudn 100bp, Giéng 1-8: Sin pham DNA dién di sau tinh sach;
Giéng 9: Chitng dm).
Mau bénh pham sau khi giai trinh tu thanh cong, dugc so sanh vai trinh
ty tham chiéu trén ngan hang gen bang cong cu BLAST (Basic local
alignment search tool) (Hinh 3.5).

1485 bhics{B0a) 0.0

S04,/80<1[ 1 00%0]) 0/ B2 0] Flus/Plus

Query 1311 TaAATTTTTACCATTCCCATTAGTATTTITGTATAGGTGGATTTGATGGTGTAGAATATTT 137

111 111 111 |1 11 11 |1 111 111 111 111 11
Shjct 2 TRAATTT TTACCATTCCCATTAGTATT I TGTATAGGTGCATTTGATGGTGTAGAATATTT 61

Query 1371 @ ASATTCGATGGAATTATTAGATATTAGTCAACAATGCTGGLGTATGTGTACACCTATGTC  1£3@
I1 111 111 11 11 11 11 111 111 111 111 11

Sbhjct B2 A ATTCGATGGAAT TATTAGATATTAGT CAACAATGCTGGOGTATGTGTACACCTATGTS 121

Query 1431 @ TACCAAAALMAGCTTATTTTGGAAGCTGCTCTATTGAATAATTTCTTATACGTTTTITGGTGE 14038
111 111 111 11 11 11 11 111 11 111 111 11

Sbjct 122 T AR AN CTTAT T T TGGAACTGC TG TATTGAATAATTTCTTATACGTTTTTGGTGS 181

Query 1491 T :—fTTcGTTTA;fT?A—?T 1558

sSbijct 1BZ ATGATCGTTTAAGAGATGT 221

Query 1551 ATTGTGGTGTTACGTCALL 1618
111 111 111 |

Shijct 242 ATTGTGGTGTTACGTCAAL 381

Query 1511 ATTATACCCAATGTAGAAGE 1678
111 111 111 11

Skjct 382 ATTATACCCAATGTAGAACT 361
Query L1671 TTGAATACCOCTAGATCATC
| 111 111 111 I1
skbijct 362 TTGAATACCOLTAGATCATC

ACTAATGGTGAGAG
| 111 111 I1
SGAACTAATGGTGAGASG 481

Query 1791 1858
Shijct A4B2 sS4
Query 1851 1918
Shijct 542 =5 ]
Query 1911 1978
Shijct 682 661

662 Tl
ey 2a31 =

TE2 TE1l
DuweEry 2891 TTTCT T T TCACCACAT ACAASTGA

o I

Hinh 3.5. Két qua so sanh trinh tu nucleotide gen pfK13 (mau bénh pham ma

4
A

s6 D6.1) va trinh ty gen pfK13 chung tham chiéu trén ngan hang gen (M4 s6
MK 103619.1)
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Hinh dnh 3.5 hién th; két qua so sanh trinh tz DNA giira hai mdu, bao gom
"Query" (trinh tw dau vao, trinh tw cia mdu bénh pham ma sé D6.1) va
"Subject" (trinh tw tham chiéu). Két qud dwoc trinh bay theo dinh dang
BLAST,

Identities (Ty 1é twong dong): Sé heong nucleotide tring khép gidga hai trinh
tu, dwoc biéu thi bang sé liong cap tring khop tuyér doi va phan tram twong
g, két qua cho thdy mike dé tirong dong cao giira hai trinh tu véi ty 16 tuong
dong dat 100% (804/804 cép base); Gaps (Khodng tréng): Sé lwong va ty 1¢
khodng tréng xudt hién trong qud trinh can chinh hai trinh te. Khodng tréng
xudt hién khi ¢ mét doan trinh tir khéng khép gizza hai mdu, két qud so sanh
2 trinh cho thdy 0 khodng tréng (Gaps: 0%); Gia tri ky vong E-value, cho biét
X&C sudt tim thay mizc dé twong dong ndy mét cach ngdu nhién trong co sé dip
ligu. E-value cang nho (thwrong 1a 0 hodc xdp xi 0), s twong dong giiza hai
trinh tw cang cé y nghia. E-value bang 0, cho thdy su twong dong cé y nghia
cao. Cac ky tw “|” biéu thi si khép hoan toan gizza hai trinh tue.

Véi két qua hinh 3.5 c6 thé thay cd thé nhan thay trinh tu "Query" va
"Subject” c6 mic do twong dong rat cao (Identities: 804/804, tic 100%),
khdng cd khoang trong (Gaps: 0/804, tirc 0%), c6 thé két luan quy trinh nhan
gen pfK13 cua ky sinh tring sot rét da dién ra thanh cong véi do chinh xac
cao. San pham cua quy trinh nhan gen pfK13 dat tiéu chuan dé sir dung trong
cac nghién cau tiép theo nham xac dinh cac dot bién.

Str dung phan mém Bioedit V7.2.5 so sanh véi trinh ty gen thu duoc
Vi trinh tu gen pfK13 tham chiéu trén ngan hang gen (NC_004331.3), dugc
phan tich bang thuat toan Clutal W multiple alignment dé xac dinh diém dot
bién.

Cac mau gen pfK13 sau tinh sach duoc gui di giai trinh tu véi moi xudi.
Str dung phan mém Bioedit v 7.2.5 dé hién thi va xac dinh trinh tu nucleotide
ctia c&c mau phan tich, két qua duoc thé hién ¢ hinh dudi.
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A)
Mau khong xuét hién dt bién trén gen K13
1740 G=A (C580Y)
T A T G T A T G T T G
B)

Méu xuét hién dét bién trén gen K13
Hinh 3.6. Minh hoa d6t bién trén gen pfk13 & ky sinh tring sbt rét
A) Ky sinh tring sét rét khén mang d@ét bién trén gen pfK13 (M4 sé D6.1); B) Ky
sinh triing sot rét mang dét bién trén gen pfk13 (M4 sé D6.2)

(Cac nucleotide dwroc gan mau huynh quang, Adenine (A): Mau xanh 14 cay;
Thymine (T): Mau do; Guanine (G): Mau den; Cytosine (C): Mau xanh nwéc bién)

Minh hog dét bién thay déi Nucleotide trén gen pfK13 cua ky sinh
tring sot rét. Vi tri Nucleotide thay déi dwoc danh dau miii tén dé trén hinh.
Hinh 3.6A 12 mdu bénh pham cua ky sinh tring sot rét khéng mang dst bién.
Hinh 3.6B 1a mau bénh phdm ky sinh tring sét rét mang dét bién C580Y trén
gen pfK13 do si thay d@oi nucleotide G thanh A tgi v; tri 1740
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Hinh 3.7. Hinh anh két qua so sanh multiple sequence alignment cua ving
gen pfK13 tir nhiéu mau bénh pham Ky sinh tring sét rét vai trinh ty tham
chiéu chuan.

Dong dau tién: Trinh tw tham chiéu trén ngan hang gen (ma sé
NC_004331.3), Dong tiép theo la cac trinh tw mdu nghién cizu (MA so bénh
pham theo the? tu tir trén xudng dudi lan luot 1a D6.5, D6.60, D6.35, D6.23,

D6.38, D6.45, D6.57, D6.12, D6.27, D6.55)
Trinh tir chudn tai vi tri 1740 1a nucleotide G, trong khi mdu bénh pham ky
sinh triing st rét mang dét bién c6 si thay doi thanh nucleotide A.
Nghién cau cua ching tdi khéng phat hién bat ky dot bién nao khac
trén gen pfK13 trén tat ca cac d6i twong nghién ciu.
Bang 3. 2. Ti 1é dot bién gen pfK13 tai cac dia diém nghién cau

pfK13
Pia diém nghién cieu C580Y Kiéu dai Tong sb pt
Binh Phudc 37 (86,0%) 6 (14,0%) 43 (100%) 0,042
Pik Lak 89 (95,7%) 4 (4,3%) 93 (100%)
Dbk Nong 46 (83,6%) 9 (16,4%) 55 (100%)
Gia Lai 184 (92,5%) | 15 (7,5%) 199 (100%)
Tong sb 356 (91,3%) | 34 (8,7%) 390 (100%)

"Pearson's Chi-squared test

Trong tong s6 421 mau bénh pham, chdng toi giai trinh ty thanh céng
390 mau, trong s6 cadc mau giai trinh tu thanh cong, ti 1& ky sinh tring sét rét
mang dot bién C580Y trén gen pfK13 1a 356 mau (91,3%), ky sinh trung sét
rét khong mang dot bién C580Y 1a 34 miu (8,7%) (Bang 3.2). Nhu vay trong
nghién ctu cua chdng toi, ky sinh tring sét rét chi phat sinh dot bién C580Y
gen pfK13.
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Bang 3.2 trinh bay ti 1 va tan s dot bién trén gen pfK13 tai bbn tinh &
Viét Nam. Két qua cho thiay Dak Lik cd ti 1¢ dot bién C580Y cao nhét voi
95,7%, trong khi Dak Nong c6 ti 18 thip nhat 1a 83,6%. Ti 1¢ dot bién C580Y
chung cho ca bén tinh 12 91,3% (356/390).

Bang 3.3. Bic diém dich t& cua bénh nhan theo dot bién gen C580Y

Bic didm Tong, C580Y Kiéu dai )
: N =390 n = 356 n=34
Giéi tinh 0,19%
Nam (n,%) 357 (91,5%) 328 (92,1%) 29 (85,3%)
Nt (n,%) 33 (8,5%) 28 (7,9%) 5 (14,7%)
Tubi (niim) 0,45%
X+SD 32,7498 32,9+ 10,0 31,6 +8,1
Min — Max 14,0- 60,0 14 - 60,0 18,0- 42,0

@ Fisher's exact test; ) Wilcoxon rank sum test; X: trung binh; SD (standard
deviation): d¢ 1éch chuan; Min: nhé nhdt; Max: 1én nhat
Két qua nghién cau cho thay ty 1& phan b gisi tinh va do tudi gitra hai
nhém bénh nhan mang ky sinh tring chira dot bién gen pfk13 va nhém kiéu
dai khac biét khong co ¥ nghia thong ké vai p>0,05.
Bang 3. 4. Pic diém than nhiét va mat do ky sinh triing sot rét cua bénh nhan

theo dot bién gen C580Y
c oz Tong, C580Y Kiéu dai
DPac diem N = 390 n =356 n=234 P
Mat dd ky sinh tring sét rét 0,84
Geomean 4483 4436 5007
Min— Max 168-154 666  168-154666 644 — 100571
Than nhiét (°C) >0,
X+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
Sét >0,9¢%
Khong sét 6 (1,5%) 6 (1,7%) 0 (0%)
Sét nhe 91 (23,3%) 83 (23,3%) 8 (23,5%)
Sbt vira 227 (58,2%) 207 (58,1%) 20 (58,8%)
St cao 66 (16,9%) 60 (16,9%) 6 (17,6%)
St rat cao 6 (1,5%) 6 (1,7%) 0 (0%)

' Wilcoxon rank sum test; ®Pearson's Chi-squared test
X: trung binh; SD (standard deviation): d¢ |éch chuan; Geomean: Trung binh
nhan; Mip: nho nhat; Max: lon nhdt’ . 7

Két qua nghién ctu cho thay khéng cé su khac biét vé dac diém than
nhiét va mat d6 ky sinh tring sét rét gita nhém bénh nhan mang ky sinh triing
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s6t rét mang dot bién C580Y va nhém mang gen kiéu dai trén gen pfK13, su
khac biét khong co y nghia thdng ké véi p>0,05.
3.1.3. Sw thay doi sé lweng ban sao gen pfpm2 ¢ ky sinh triing sét rét

San pham DNA cua cac mau bénh pham thu duoc sau khi dugc tach
chiét s& duoc sir dung cho phan ung multiplex real-time PCR. Quy trinh nhan
gen xac dinh sb lugng ban sao gen pfpm2 thuc hién theo muc 2.1.5.5. Phan
ung multiplex real-time PCR cung nhan hai gen pfpm2 va B-tubulin trong
ciing mot dng phan tmg nhung st dung st dung 2 dau do vai 2 reporter (FAM
va VIC) véi kénh mau khac nhau (Kénh xanh 14 va Kénh vang). Pau do gan
véi reporter FAM duoc thiét ké gan voi gen pfpm2 va dau do véi reporter
VIC dugc thiét ké gan voi gen S-tubulin. Ong phan ng trong mot lan chay
bao gom: chung 4m (nudc cat), chung chuan 3D7, mau bénh pham, ching toi
chay phan tng 2 lan, lay két qua Ct trung binh 2 lan chay dé xac dinh s6
lwong ban sao gen pfpm2. Chung chuan 3D7 dugc st dung trong nghién cau
la ching duoc xac dinh mang mot ban sao S-tubulin. Két qua phan ¢ng real-
time PCR nhan gen pfpm2 va g-tubulin nhu sau:

04

03

02

fifbd

2 s
01 Sty Iy,

e /

[hreshold

00 e | Theshold

Kénh xanh la véi reporter FAM Kénh vang vai reporter VIC

Hinh 3.8. Phan tng nhan gen pfpm2 va -tubulin bang k¥ thuat real-time
PCR
(1), (2): Chung chudn 3D7; (3) (4) (5) (6): Mdu bénh pham
FAM va VIC: thuéc nhugm hupnh quang ddanh dau cdac dau do
Do 2 gen sir dung 2 reporter khac nhau két qua duoc thé hién o trén 2
kénh mau khac nhau trong d6 kénh green cho gia tri Ct cua gen pfpm2, kénh
yellow cho gia tri Ct cta gen g-tubulin. Str dung gia tri Ct cua 2 gen (pfpm2,
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S-tubulin) caa chung chuan va mau bénh pham dé xac dinh sé luong ban sao
pfpm2. Két qua gia tri > 1,5 lam tron 1én 2, gia tri <1,5 lam tron xudng 1.
Két qua sé lugng ban sao pfpm2 cua cac mau nghién cau dugc trinh

bay ¢ bang 3.4.

Bang 3.5. Ti I& ban sao gen pfpm?2 tai cac dia diém nghién ctu

pfpm?2
Pia diém 1bansao | >1bansao Tong so P'
Binh Phudc 21 (55,3%) | 17 (44,7%) | 38 (100%) 0,2
Dik Lik 52 (57,1%) | 39 (42,9%) | 91 (100%)
Pik Nong 9 (47,4%) | 10(52,6%) | 19 (100%)
Gia Lai 92 (44,4%) | 115 (55,6%) | 207 (100%)
Tong sb 174(49,0%) | 181(51,0%) | 355(100%)

'Pearson's Chi-squared test

Trong tong s6 421 mau bénh pham, chdng t6i nhan thanh cong 355
mau. Trong d6, két qua khao sat su thay d6i s6 twong ban sao gen pfpm2 trén
nhom ddi tuwong nghién cau duoc nhan gen thanh céng nhu sau: 51%
(181/355) bénh nhan cd ky sinh tring sét rét mang nhiéu ban sao pfpm?2
nghién cau. Khi xem xét phan bé tai ting dia diém nghién ctu, ti 1& bénh
nhan co ky sinh tring sét rét mang nhiéu hon 1 ban sao pfpm2 nhu sau: Pak
Nong (52,6%); Binh Phudc (44,7%); Gia Lai (55,6%); Dak Lak (42,9%). Ti
1& ky sinh tring sét rét mang nhiéu ban sao gen pfpm2 thay dbi dang ké theo
dia diém nghién cau. Tuy nhién, khong c6 sy khéac biét ¥ nghia gitta cac dia
diém nghién ciu dua trén céc gia tri thong ké duogc xac dinh (p>0,05).

Bang 3.6 va Bang 3.7 dudi dy trinh bay vé su lién quan giira dic diém
1am sang va dich t& caa bénh nhan theo sé ban sao gen pfpm2; két qua nghién
ctru cho thay khong cé su khéc biét vé do tudi, gidi tinh, mat do ky sinh tring
cling nhu dic diém sét gitra nhom bénh nhan mang Ky sinh tring sét rét cé 1
ban sao va nhém mang nhiéu ban sao gen pfpm2, sy khac biét khéng co y
nghia thong ké vai p>0,05.
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Bang 3. 6. Dic diém dich t& cua bénh nhan theo sb ban sao gen pfpm2

L Tong 1 ban sao >1 ban sao )
DPac diem
) N =355 n=174 n=181
Giéi tinh 0,25
Nam (n,%)  330(93,0%) 159 (91,4%) 171 (94,5%)
Nit (n,%) 25 (7,0%) 15 (8,6%) 10 (5,5%)
Tudi (niim) 0,55?
X+SD 32,5199 32,1+£99 32,8 £10,0
Min-Max 14,0- 60,0 14,0- 60,0 14,0- 60,0

W Fisher’s exact test; © Wilcoxon rank sum test;
X: trung binh; SD (standard deviation): @ 1éch chudn; Min: nhé nhat; Max: 1én nhat
Két qua nghién cau cho thay ty 1é phan b gisi tinh va do tudi gitra hai
nhém bénh nhan mang ky sinh tring chtra dot bién gen pfpm2 va nhém kiéu
dai khac biét khong co ¥ nghia thong ké vai p>0,05.
Bang 3. 7. Pac diém mat do ky sinh tring st rét va than nhiét

theo s6 ban sao gen pfpm2

L Tong 1 ban sao >1 ban sao ,
Pac diem
: N =355 n=174 n=181
Mat dd ky sinh trung sot rét 0,10
Geomean 3930 4466 3476
Min-Max 168- 154666  173-104976  168- 154 666
Nhiét dp (°C) 0,96
X+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
Sot 0,6
Khong sét 5 (1,4%) 1 (0,6%) 4 (2,2%)
Sét nhe 80 (22,5%) 41 (23,6%) 39 (21,5%)
St vira 208 (58,6%) 104 (59,8%) 104 (57,5%)
St cao 61 (17,2%) 28 (16,1%) 33 (18,2%)
St rat cao 1 (0,3%) 0 (0%) 1 (0,6%)

© Wilcoxon rank sum test; ® Pearson’s Chi-squared test
X: trung binh; SD (standard deviation): dé léch chudn: Min: nhé nhat; Max: lén nhat
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3.1.4. Tan sé dét bién E415G trén gen pfEXO ¢ ky sinh triing sét rét

Kich thudc cac bang xuat hién khi dién di san pham phan ung PCR s&
cho biét kiéu gen cua Ky sinh triing trong mau pham. Ky sinh tring sét rét
mang alen thuong (A) c6 cac bang kich thudc la 749bp va 316bp. Ky sinh
tring sot rét mang alen dot bién (G) xuit hién cac bang kich thudc 12 749bp
va 474bp.

Hinh 3.9. Két qua phat hién dot bién E415G & ky sinh tring sét rét
D6.1: Ky sinh tring khéng dét bién
D6.2: Ky sinh tring mang dét bién E415G
Giai trinh ty kiém tra tinh chinh x&c cua quy trinh xay dung, két qua
duoc trinh bay ¢ hinh dudi:

Alen thuong Alen dét bién

:wQ &
A A AAG G G A A

Hinh 3.10. Két qua giai trinh tu khang dinh tinh chinh x4c phan tng ARMS- PCR
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Biéu do bén trai hién thi alen thuwong véi nucleotide G tai vi tri 261 (Mdu
bénh pham D6.1). Biéu do bén phdi hién thi alen d@ét bién véi sw thay doi
nucleotide tir G sang A tai ciing vi tri (Mdu bénh phdm D6.2). Miii tén chi Vi
tri nucleotide thay doi.

Quy trinh phat hién dot bién E415G trén gen pfEXO bang ky thuat
ARMS-PCR duoc tién hanh trén mau bénh pham thu thap duoc. Ap dung
phuong phap ARMS-PCR xay dung dugc dé phét hién diém da hinh E415G ¢
ky sinh tring st rét, két qua phan tich tan suét ky sinh tring mang dot bién
E415G dugc trinh bay ¢ bang dudi day:

Bang 3. 8. Ti Ié ddt bién gen pfEXO tai cac dia diém nghién ciru

pfEXO
Pia diém E415G Kicu dai Tong so Pt
Binh Phuéc 27 (84,4%) 5 (15,6%) 32 (100%) 0,014
Dak Lak 79 (85,9%) | 13 (14,1%) 92 (100%)
Dik Nong 44 (78,6%) | 12 (21,4%) 56 (100%)
Gia Lai 149 (70,0%) | 64 (30,0%) | 213 (100%)
Tong so 299 (76,1%) | 94 (23,9%) | 393 (100%)

'Pearson's Chi-squared test
Trong tong s6 421 mau bénh pham, ching tdi thuc hién phan ang
ARMS-PCR thanh cong trén 393 mau. Két qua khao sat tan suat dot bién trén
mau bénh pham duoc nhan gen thanh cong nhu sau: 76,1% (299/393) bénh
nhan c6 Ky sinh tring sét rét mang dot bién E415G. Tan suat dot bién E415G
thay doi ¢ cac dia diém nghién cau, cao nhat ¢ tinh Dik Lak (85,9%), tiép do
la tinh tinh Binh Phudéc (84,4%) thap nhat ¢ tinh Gia Lai (70%). Su khéc biét
vé tan sb ky sinh tring mang d6t bién E415G khac biét theo dia diém tién

hanh nghién ctru (p<0,05).

Bang 3. 9. Pic diém dich té cia bénh nhan theo gen pfEXO

e R Ton E415G Kiéu dai )
bac diem N= 393 n= 299 n=94 P
Gigi tinh 0,72%
Nam (n,%) 359 (91,3%) 274 (91,6%) 85 (90,4%)

Nt (n,%) 34 (8,7%) 25 (8,4%) 9 (9,6%)

Tudi (ndm) 0,63?
X +SD 32,9+99 32,8+98 33,1 +105

Min-Max 14,0- 60,0 14,0- 60,0 15,0- 58,0

W Fisher's exact test; > Wilcoxon rank sum test |
X: trung binh;SD (standard deviation): d¢ 1éch chuan; Min: nho nhat; Max: lon
nhat.



71

Két qua nghién ciru cho thay ty 1& phan b gisi tinh va do tudi gita hai
nhom bénh nhan mang ky sinh tring chira dot bién gen E415G trén gen
pfEXO va nhom kiéu dai khac biét khong c6 ¥ nghia thdng ké véi p>0,05.
Bang 3. 10. Pic diém than nhigt va mat do ky sinh trang sét rét ciaa bénh nhan

theo dot bién gen E415G

Bic dim Tong E415G Kiéu dai E
: N= 393 n= 299 n= 94
Mat dé ky sinh trung sét rét <0,001%
Geomean 4521 5361 2629
Min-Max 168 — 154 666 ~ 168 —154666 173 —104 976
Nhiét @ (°C) 0,82
X +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
Sét 0,62
Khong sbt 6 (1,5%) 4 (1,3%) 2 (2,1%)
S6t nhe 89 (22,6%) 71 (23,7%) 18 (19,1%)
Sot vira 226 (57,5%) 172 (57,5%) 54 (57,4%)
S6t cao 72 (18,3%) 52 (17,4%) 20 (21,3%)
St rat cao 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

© ' Wilcoxon rank sum test; ®’Pearson's Chi-squared test
X: trung binh; SD (standard deviation): dg 1éch chuan; Geomean: trung binh nhan
Min: nhé nhdt; Max: lén nhat.

Két qua phan tich cho thay nhém bénh nhan mang ky sinh tring c6 dot
bién E415G trén gen pfEXO cd mat do ky sinh tring sét rét cao hon so véi
nhém mang gen kiéu dai, sy khac biét co y nghia théng ké véi p<0,05. Pic
diém than nhiét giita hai nhom khéc biét khong c6 ¥ nghia thong ké voi
p>0,05.

3.1.5. Tdn sé kiéu gen phic ¢ ky sinh tring sét rét

Nghién ctru cuaa chung t6i khao sat ti 1€ bénh nhan cd ky sinh trung
mang kiéu gen phuc véi sy bién d6i di truyén trén hai hoic ba gen pfk13,
pfpm2 va pfEXO.
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Bang 3. 11. Phan bé kiéu gen C580Y/pfpm2 tai cac dia diém nghién ciru

Pia diém nghién cieu

Kiéu gen

Binh

bik

bik

, R Gialai | Téngsé | P
C580Y/pfpm2 | Phudc Lak NOng
Co 13 33 6 98 150 0,13
(35,1%) | (39,8%) | (35,3%) | (50,8%) | (45,5%)
Khdng 24 50 11 95 180
(64,9%) | (60,2%) | (64,7%) | (49,2%) | (54,5%)
Tong sé 37 83 17 193 330
(100%) | (100%) | (100%) | (100%) (100%)

Pearson's Chi-squared test

Trong téng sé 421 mau bénh pham, c6 330 mau nhan thanh cong ca
gen pfK13 va pfpm2. Tan sé6 KST mang kiéu gen phac C580Y/pfpm2 dugc
tinh toan trén sé6 lugng nay. Két qua cho thay ti 16 KST mang kiéu gen
C580Y/pfpm2 14 45,5% (150/330) trén tong sé6 mau khao sat. Phan b cu thé
cua kiéu gen phirc C580Y/pfpm2 tai timg dia diém nghién ctru dugc trinh bay
trong Bang 3.11.

Bang 3. 12. Phan bé kiéu gen C580Y/E415G tai cac dia diém nghién ciu

Pia diém nghién ciru

Kiéu gen Binh Pak Pak . Tong .
. . Gia Lai . P
C580Y/E415G Phudc Lak Nong SO
Co 25 69 35 121 250 0,002
(80,6%) (82,1%) (67,3%) (60,8%) (68,3%)
Khéng 6 15 17 78 116
(19,4%) (17,9%) (32,7%) (39,2%) (31,7%)
Téng sé 31 84 52 199 366
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

Pearson's Chi-squared test

Trong téng s6 421 mau bénh pham, ¢ 366 miu duoc nhan thanh céng
dong thoi ca gen pfK13 va gen pfEXO. Tan s6 ky sinh tring mang kiéu gen
phirc C580Y/E415G dugc xac dinh trén s6 lugng mau nay. Két qua cho thay
ty & ky sinh tring mang kiéu gen phirc C580Y/E415G twong ddi cao, chiém
68,3% (250/366) trén tong sé6 mau khao sat.
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Bang 3. 13. Ti 1é kiéu gen E415G/pfpm2 tai cac dia diém nghién ciu

Pia diém nghién ciu

Kiéu gen Binh Pak Pak o ] .
. . R GialLai  Tong P
E415G/pfpm2 Phudc Lak NOng
Co 9 36 6 74 125 0,7
(33,3%) (43,4%) (37,5) (359%) (37,7%)
Khong 18 47 10 132 207
(66,7%) (56,6%) (62,5%) (64,1%) (62,3)
2 . 27 83 16 206 332
Tong so

(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Pearson's Chi-squared test
Trong tong s6 421 mau bénh pham, ¢ 332 miu dugc nhan thanh cong
dong thoi ca gen pfEXO va gen pfpm2. Tan s6 ky sinh tring mang kiéu gen
phiic E415G/pfpm2 duoc xac dinh trén s6 luong mau nay. Két qua khao sét
cho thay ty 18 ky sinh tring mang kiéu gen phac E415G/pfpm?2 tuong dbi cao,
chiém 37,7% trén tong s6 mau khao sat. Khong co su khac biét c6 y nghia
théng ké gitta cac dia diém nghién cau vé ty 1é mang kiéu gen phuc
E415G/pfpm2 (p > 0,05).
Bang 3. 14. Pic diém phan bé xuat hién ddng thoi cac ddt bién trén 3 gen &ng

vién theo dia diém nghién ciru

Pia diém nghién ciru
Binh Phuoc Dk Lak Pak Nong Gialai Téng P

C580Y/ pfpm2/E415G
Khoéng xuatt hién 17 45 10 134 206 0,5
(65,4%)  (60,0%) (66,7%) (69,4%) (66,7%)
Xuat hién 9 30 5 59 103
(34,6%)  (40,0%) (33,3%) (30,6%) (33,3%)
Tong 26 75 15 193 309

(100%)  (100%)  (100%)  (100%) (100%
‘Pearson's Chi-squared test
Két qua nghién cau cho thay ti 1& luu hanh kiéu gen phutc véi su xuat
hién dong thoi ca ba dot bién tai cac dia diém nghién cau 1a khoang 33,3%.
Trong d6 tai Pak Lik ¢ ti 1& cao hon cac tinh con lai mot chit véi ti 18 1én toi
40%; tuy nhién su khac biét giira cac dia diém nghién ctu khong co ¥ nghia
théng ké vai p>0,05.
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3.2. Panh gia hiéu qua diéu tri caa Dihydroartemisinin-Piperaquine
trong diéu trj st rét khong bién chirng do P. falciparum
3.2.1. Pdc diém bénh nhan tham gia dinh gid hiéu qud diéu tri sét rét
Tong s6 bénh nhan tham gia nghién ctu 1a 63 ngudi (44 bénh nhan &
Binh Phudc va 19 bénh nhan ¢ Bak Néng). Bang 3.12 trinh bay dic diém vé
tudi va gidi tinh cua cac d6i twong tham gia danh gia diéu tri véi DHA-PPQ.
Bang 3. 15. Pic diém tudi va giéi tinh dbi twong tham gia didu tri (n=63)

2

Pic diém Tong s6 Binh Phudéc Pik Nong p
N =63 n=44 n=19
Giéi tinh: n(%) >0,99"
Nir 3 (4,8%) 2 (4,5%) 1 (5,3%)
Nam 60 (95,2%) 42 (95,5%) 18 (94,7%)
Tubi (nim) 0,80?%
X +SD 30,7+9,.2 30,4+9,11 31,5+9,8
(Min-Max) 16 - 53,0 16 - 53,0 19 - 52,0

W Fisher’s exact test (° Wilcoxon rank sum test) X: trung binh; SD (standard
deviation): d¢ 1éch chuan Min: nhé nhdt; Max: 16n nhat

Pa s6 d6i tegng nghién ciu 12 nam gidi chiém 95,2%, su khéc biét vé ti
1& gigi tinh & hai dia diém nghién ciru khong c¢6 y nghia théng ké vai p>0,05.
Két qua nghién ctu vé do tudi cho thay do tudi trung binh cua doi tuong tham
gia diéu tri 12 30,7 + 9,2 tudi. Su khac biét phan bb do tudi tham gia nghién
ctiu gitra hai dia diém nghién cau khong c¢6 ¥ nghia thong ké véi p>0,05.

Bang 3. 16. Pic diém thé trang ddi twong tham gia diéu tri

2

Pic diém Tong sb Binh Phuéc Pik Nong p
N= 63" n = 44' n=19"

BMI (kg/m?) 0,031@
X £SD 21,3+1,9 21,720 205+1/4
(Min-Max) 17,7-26,1 18,0- 26,1 17,7- 22,5

Can ning (kg) 0,066
X £SD 594+7,2 60,7+7,3 56,5+6,1
(Min-Max) 45,0- 80,0 48,0- 80,0 45,0- 66,0

Chiéu cao (cm) 0,32?
X £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

“@wilcoxon rank sum test; )?.', Trung binh; SD (standard deviation): D¢ léch chudn
Min: nho nhat; Max: lon nhat
Bénh nhan tham gia diéu tri c6 thé trang trung binh 1a 21,3 kg/m® Trong

do, tai Dak Nong bénh nhan c6 BMI trung binh 13 20,5 + 1,4 kg/m?, tai Binh
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Phudc 12 21,7 + 2 kg/m?, su khac biét giita hai dia diém nghién ctru c6 ¥ nghia
thdng ké vai p<0,05.
Bang 3. 17. Pic diém s6t va mat dé ky sinh trung sét rét truéce diéu tri

Lo Tong sb Binh Phwéc Pik Nong
DPac diém
’ N =63 n=44 n=19
Mat d ky sinh tring 0,50
Geomean 7022 7405 6210
(Min-Max) 560 - 154 666 560 - 95 428 1 000 - 154 666
Tinh trang sot 0,17
Sét nhe 14,0 (22,2%) 7,0 (15,9%) 7,0 (36,8%)
Sét vira 36,0 (57,1%) 28,0 (63,6%) 8,0 (42,1%)
Sét cao 13 (20,6%) 9 (20,5%) 4 (21,1%)

W Fisher's exact test; ’ Pearson's Chi-squared test
Geomean: trung binh nhan; Min: nhé nhdt; Max: 1én nhat
Két qua nghién ciu cho thdy da s6 bénh nhan & muc sét vira chiém

57,1% va s6 cao chiém 20,6%. Khong co6 trudong hop ndo khong sbt, su khac
biét dic diém sot ¢ hai dia diém nghién ctu khong c¢6 ¥ nghia théng ké véi
p>0,05. Két qua phan tich cho thdy mat do ky sinh trung dao dong rong véi
trong khoang tir 560 ky sinh trung/pl dén 154 666 ky sinh trang/ul, su khéac
biét dac diém phan bé mat do ky sinh tring gitta hai dia diém khong co y
nghia thong ké vai p>0,05.

Bang 3. 18. Pic diém bién d6i cac gen khang thudc cia ky sinh tring sot rét

Bic diém Tong sb Binh Phuéc Pik Nong 0
: n= 63! n = 44 n= 19!

pfpm2 n(%o) 0,57
>1 ban sao 24 (47,1%) 17 (44,7%) 7 (53,8%)
1 ban sao 27 (52,9%) 21 (55,3%) 6 (46,2%)

pfK13 n(%) 0,15
C580Y 49 (80,3%) 37 (86,0%) 12 (66,7%)
Kiéu dai 12 (19,7%) 6 (14,0%) 6 (33,3%)

pfEXO 0,46
E415G 39 (81,3%) 27 (84,4%) 12 (75,0%)
Kiéu dai 9 (18,8%) 5 (15,6%) 4 (25,0%)

'n (%)  “Fisher's exact test
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3.2.2. Két qud ddnh gid diéu tri Dihydroartemisinin-Piperaquine trén bénh
nhan sét rét khdng bién chigng do P. falciparum

Bang 3. 19. Tinh trang sét cia bénh nhén trong ba ngay dau tién sau diéu tri

Ngay Tong sf') Binh Phlll’é'C Pik N()lng )
n==63 n=44 n=19
Ngay 1 >0,420
Khéng sbt 52 (86,7) 36(81,8) 16 (100)
S6t nhe 6(10,0) 6(13,6) 0(0)
Sét vira 1(1,7) 1(2,3) 0(0)
S6t cao 1(1,7) 1(2,3) 0(0)
Sét rat cao 0(0) 0(0) 0(0)
Ngay 2 >0,99%
Khéng sbt 60 (100,0%) 44 (100,0%) 16 (100,0%)
Ngay 3
Khéng sbt 60 (100,0%) 44 (100,0%) 16 (100,0%)
n (%)

?Fisher's exact test; PPearson's Chi-squared test

Két qua theo dBi su thay do6i nhiét d6 cho thay da s6 bénh nhan da
khong con sét sau 1 ngay sir dung thudc. Ti Ié sot cao va sbt nhe giam dan
qua cac ngay 2 va téi ngay 3 thi 100% bénh nhan tham gia nghién ciru cat sét.

Bang 3. 20. Ti |é dwong tinh KST sot rét vao ngay D3 sau diéu tri

Bic difm Tong so Binh Phuéc Pik Nong 2
: n=63" n = 44* n=19"

Ngay 1 0,054
Am tinh 4 (6,7%) 1 (2,3%) 3 (18,8%)
Duong tinh 56 (93,3%) 43 (97,7%) 13 (81,3%)

Ngay 2 0,58
Am tinh 26 (43,3%) 18 (41,9%) 8 (50,0%)
Duong tinh 34 (56,7%) 26 (58,1%) 8 (50,0%)

Ngay 3 >0,99
Am tinh 47 (78,3%) 34 (77,3%) 13 (81,3%)
Duong tinh 13 (21,7%) 10 (22,7%) 3 (18,8%)

'n (%)

2Fisher's exact test



Két qua theo di cho thdy mac di mat do ky sinh triing giam nhanh sau
ngay dau tién sir dung thude, nhung ti 1& duong tinh vai ky sinh tring con khé
cao Voi ti 18 duong tinh vao ngay D1 sau diéu tri chung chiém 93,3%. Sy khac
biét ti Ié giira cac dia diém nghién ctru khong c6 ¥ nghia théng ké véi p>0,05.
Két qua sau 3 ngay diéu tri, ti 1& duong tinh vai Ky sinh tring con 21,7%,
trong d6 ti 16 nay ¢ Binh Phudc 1a 22,7%, ¢ Bak Nong 1a 18,8%, su khac biét
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ti 1¢ gitra cac dia diém nghién ctru khong c6 ¥ nghia théng ké véi p>0,05.

VAo cac ngay 3, 7, 14, 21, 28, 35 va 42, bénh nhan dugc theo doi va lay
mau mau dé kiém tra sy hién dién cua ky sinh tring. St dung ky thuat PCR
dé phan biét tai phat, tai nhiém. Bang 3.19 trinh bay két qua phan biét giira tai
phat va tai nhiém & cac bénh nhan tai hai dia diém Binh Phudc va Pak Néng.

Bang 3. 21. Két qua phan biét tai phat, tai nhiém ¢ bénh nhan

STT Mia bénh nhan  Pija diém  Ngay tai xuat hién Tai phat/tai nhiém
1 D6.40 ik Nong 21 Tai phat
2 D6.42 Pak Nong 21 Tai phat
3 D6.44 Pak Nong 14 Tai phat
4 D6.45 Binh Phudéc 42 Tai phat
5 D6.46 Binh Phudéc 35 Tai phat
6 D6.47 Binh Phudc 35 Tai phét
7 D6.49 Binh Phuéc 28 Tai phat
8 D6.53 Binh Phuéc 35 Tai phat
9 D6.54 Binh Phuéc 28 Tai nhiém
10 D6.56 Binh Phuéc 28 Tai phat
11 D6.59 Binh Phuéc 42 Téi phat
12 D6.60 Binh Phwéc 21 Tai nhiém
13 D6.61 Binh Phuéc 28 Téi phat
14 D6.63 Binh Phwéc 28 Tai nhiém
15 D6.64 Binh Phuéc 28 Téi phat

Qua theo ddi bénh nhan, phét hién 15 truong hop ¢ sy xuat hién ky
sinh tring sét rét sau diéu tri. Sir dung k¥ thuat PCR phan biét tai phat, tai
nhiém, két qua cho thay c6 3 truong hop tai nhiém chung khac va 12 truong

hop tai phat.
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A. B.
Strata =+ All
10— Gy
s 1 95%KTC: 12,7-36.5%
M e e e

0.754 it
&
3
§ 0.504
8 Téi phét

22.64%
0.25+
66 Khéng téi phat
0 7 14 21 28 35 42 (it
Ngay
Number at risk (number of events)
m
% All- 53 (D) 53 (0) 53 (1) 52 (3) 50 (7) 46 (10) 43 (12)
0 7 14 21 28 as 42
Ngay

Hinh 3.11. Ti 18 tai phat tich liy sau diéu tri
A. Puong Kaplan — Meier biéu dién tinh trang tdi phat tich liy;

B. T/ I¢ tai phat chung

Két qua cho thay co 1 truong hop phat hién tai phat ¢ ngay thir 14, c6 3
treong hop tai phat tich 1ty ngay 21, 7 truong hop tai phat tich iy ngay 28,
10 truong hop tai phat tich lily ngay 35 va sau 42 ngay theo doi cé 22,6% tai
phét (95%CI tir 12,7-36,5%). Su xuét hién ca tai phét ky sinh tring sbt rét tir
ngay 3 dén ngay 42 tai cac dia diém nghién ciu dugc thé bang hinh duéi day:

Strata == Tinh=Binh Phuéc == Tinh=Déc Nong

1.00+

o

~

o
1

Xac suét
o
w
(=]

0.254

e
s

p=0.93
0.004 j ; ! !
0 7 21 28 a5 42
Ngay
Number at risk (number of events)

g Tinh=Binh Phudc 38 (0) 38 (0) 38 (0) 38 (0) 38 (4) 34 (7) 31(9)
& Tinh=Déc Néng 15 (0) 15 (0) 15 (1) 14 (3) 12 (3) 12 (3) 12 (3)

0 7 14 21 28 35 42

Ngay

Hinh 3.12. Kaplan — Meier biéu dién tinh trang tai phat tai dia diém

nghién cau
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Nhu vay, sau 42 ngay theo doi, su ti 1€ tai phat tich lily gitra hai dia
diém nghién ciru khong c6 y nghia thdng ké véi p>0,05.

Phan loai két qua diéu tri duoc thuc hién sau 42 ngay theo ddi. Két qua
diéu tri DHA-PPQ trén bénh nhan sét rét khong bién chang do P. falciparum
duoc trinh bay dudi day:

Bang 3. 22. Két qua diéu tri DHA-PPQ sau 42 ngay theo doi
Binh Phuéc Dik Nong Tong sb

Phan loai diéu tri p-Value *
n, % n, % n, %
ETF 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Bénh nhan hoan thanh LCF 14 (31,8) 1(,3) 15(23,8)
theo ddi 42 ngay LPF 3(6,8) 3(15,8) 6(9,5) 0.042
ACPR 21 (47,7) 11 (57,9) 32(50,8)
« LOSS 3(6,8) 4211 7111
LOSS/WTH
WTH 3 (6,8) 0 (0) 3(4,8)

"LOSS: Mt theo ddi; WTH: rat khoi nghién cau

Bang 3.19 trinh bay két qua diéu tri bang DHA-PPQ sau 42 ngay theo
dbi tai hai tinh Binh Phudc va Bak Nong. S6 bénh nhan mat theo ddi hoic rat
khoi nghién ciru (LOSS/WTH), Binh Phuéc ¢6 6,8% bénh nhan mét theo doi
va 6,8% bénh nhan rat khoi nghién ciru, trong khi Bak Néng c6 21,1% bénh
nhan mat theo ddi va khdng ¢ bénh nhan nao rat khoi nghién cau.

Ti 1€ bénh nhan khoi bénh sau 42 ngay theo ddi (ACPR) la 47,7% &
Binh Phuéc va 57,9% & Bak Nong, vai tong sé bénh nhan khoi bénh 1a
50,8%.

Trong sé bénh nhan hoan thanh theo déi 42 ngay, khong c6 bénh nhan
nao thudoc nhém ETF & ca hai tinh. Ti 18 bénh nhan that bai diéu tri muon
(LCF) ¢ Binh Phudc 1a 31,8%, cao hon déng ké so voi Bak Nong 1a 5,3%. Ti
& that bai diéu tri 1am sang muon (LPF) ciing c¢6 sy khac biét, voi Binh Phudc
chiém 6,8% va Pak Nong la 15,8%. Vi ti Ié that bai diéu trj tong cong (gom
ca LCF va LPF) & Binh Phudc 1a 38,6% va ¢ Pak Nong 1a 21,1%, rd rang
rang ca hai tinh déu c6 ti 18 that bai diéu tri vuot mac 10%.

TOm lai két qua danh gia hiéu qua diéu tri DHA-PPQ véi bénh nhan
sét rét khong bién chung do P. falciparum cho thay: ti 1& ky sinh tring ngay
D3 cao (>10% & ca 2 dia diém nghién ctu), ti 1¢ tai phat tich luy cao. Piéu
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nay cho thay khang thudc xuat hién kém theo su suy giam hiéu luc diéu tri sot
rét cia DHA-PPQ tai Viét Nam.
3.3. Phan tich mét sb yéu té lién quan téi hiéu qua ciaa DHA — PPQ trong
diéu trj sét rét khong bién chirng do P. falciparum
3.3.1. Pdc diém hiéu qud diéu tri DHA-PPQ theo yéu té gen
3.3.1.1. Dét bién C580Y trén pfk13

Bang 3. 23. Ti 1é xuat hién ddt bién pfK13 & nhom bénh nhan dwong tinh KST

vao ngay D3 sau diéu tri

Pic diém dot bién  Tong sé Binh Phuéc Pik Nong )
pfk13 n= 13" n=10" n= 3 P
Ky sinh trung dwong tinh D3 sau diéu tri n(%) 0,99
Kiéu dai 0(0) 0(0) 0(0)
C580Y 13(100) 10(100) 3(100)

'n (%)  “Fisher's exact test
Bang 3.23 thé hién ti 1& xuat hién dot bién gen pfk13 & nhém bénh

nhan van con duong tinh vai ky sinh tring vao ngay D3 sau khi két thic liéu
trinh diéu tri. Két qua cho thay ti 1& bénh nhan mang dot bién C580Y (dot
bién xac dinh khang artemisinin trén gen pfK13) & ca Binh Phudc va Pak
Nong déu la 100% trong s6 nhitng bénh nhan con duong tinh KST vao ngiy
D3. Nhu vdy, theo dinh nghia cia WHO, hai dia diém nghién ciu déu 1a khu
vuc xac dinh khang artemisinin.

Bang 3. 24. Két qua diéu tri theo ddt bién C580Y trén gen pfk13

Bic dim Téng sfi C580\g Kiéu dai 0
: n=51 n=41 n =10
ACPR 30 (58,8%) 20 (48,8%) 10 (100,0%) 0,003
LCF/LPF 21 (41,2%) 21 (51,2%) 0 (0,0%)

'n (%)  “Fisher's exact test
Két qua nghién ctu cho thay nhém bénh nhan mang ky sinh tring sét
rét dot bién C580Y trén gen pfK13 c6 ti Ié diéu tri that bai cao hon (51,2%) so
véi nhom kiéu dai (0%), su khac biét c6 ¥ nghia théng ké véi p<0,05.
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3.3.1.2. S6 lrgng ban sao gen pfpm?2
Bang 3. 25. Két qua diéu tri theo s6 lwgng ban sao gen pfpm?2

Bic dim Téng sb >1 ban sao 1 ban sao e
: n= 44 n=20" n = 24"

Két qua diéu tri 0,38
ACPR 23 (52,3%) 9 (45,0%) 14 (58,3%)
LCFILPF 21 (47,7%) 11 (55,0%) 10 (41,7%)

n (%) “Fisher's exact test

Két qua nghién ctu cho thay nhém bénh nhan mang ky sinh tring >1
ban sao gen pfpm2 ¢4 ti Ié diéu tri that bai cao hon (55,0%) so voi nhém c6 1
ban sao (41,7%), tuy nhién sy khac biét nay khong c6 ¥ nghia théng ké véi
0>0,05.
3.3.1.3. Dét bién E415G trén gen pfEXO

Bang 3. 26. Két qua diéu tri theo ddt bién E415G trén gen pfEXO

Bic dim Tong 3(1‘) E415Gl Kiéu df\i 0
’ N =39 N =31 N=8
ACPR 24 (615%) 18 (58,1%) 6 (75,0%) 045
LCF/LPF 15(38,5%) 13 (41,9%) 2 (25,0%)

'n (%) “Fisher's exact test

Két qua nghién ctu cho thdy nhém bénh nhan mang dot bién E415G c6
ti 1& diéu tri that bai cao hon (41,9%) so v&i nhdm kiéu dai (25%), tuy nhién
su khéc biét nay khong co ¥ nghia thong ké véi p>0,05.
3.3.1.4. Kiéu gen phutc

Bang 3. 27. Két qua diéu tri theo ddt bién phic C580Y ciia gen pfK13 va
E415G trén gen pfEXO

s Tong so Khong C580Y + E415G )
Keét qua dieu tri 1 1 1
n=237 n=11 n=26
ACPR 22 (59,5%) 9 (81,8%) 13 (50,0%) 014
LCF/LPF 15 (40,5%) 2 (18,2%) 13 (50,0%) ’

'n (%) “Fisher's exact test

Két qua nghién ciu cho thdy nhém bénh nhan mang d6t bién phuc trén
2 gen ung vién 1a pfK13 va pfEXO c6 ti 1¢ diéu tri that bai cao hon (50,0%) so
v6i nhom khong (18,2%), tuy nhién sy khac biét nay khong co ¥ nghia théng
ké vai p>0,05.
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Bang 3. 28. Két qua diéu tri theo ddt bién phirc C580Y ciia gen pfK13 va s6

Iwgng ban sao gen pfpm2

s Tong sb Khong C580Y + >1 ban sao )
Keét qua diéu tri 1 1 1 p
n=43 n=28 n=15
ACPR 22 (51,2%) 18 (64,3%) 4 (26,7%) 0,019
LCF/LPF 21 (48,8%) 10 (35,7%) 11 (73,3%) !

'n (%)  “Pearson's Chi-squared test
Két qua nghién ciu cho thdy nhém bénh nhan mang d6t bién phuc trén

2 gen ung vién 1a pfk13 va pfpm2 c6 ti 1& diéu tri that bai cao hon (73,3%) so
véi nhém khong (35,7%), su khac biét nay co ¥ nghia thdng ké vai p<0,05.
Bang 3. 29. Két qua diéu trj theo ddt bién phirc ting s6 lwong ban sao cia gen
pfpm2 va E415G trén gen pfEXO

Két qua didu tri Tong 816 Kh@ngl E415G + >1 tiﬁn sao x
) n=232 n=21 n=11
ACPR 17 (53,1%) 14 (66,7%) 3 (27,3%) 0,034
LCF/LPF 15 (46,9%) 7 (33,3%) 8 (72,7%)

'n (%) “Pearson's Chi-squared test
Két qua nghién cau cho thdy nhém bénh nhan mang dot bién phuc trén

2 gen @ng vién 1a pfEXO va pfpm2 c6 ti 1¢ diéu tri that bai cao hon (72,7%) so
véi nhém khoéng (3,3%), su khéc biét nay c6 ¥ nghia thong ké vai p<0,05.
Bang 3. 30. Két qua diéu tri theo ddt bién phic C580Y ciia gen pfK13 va
E415G trén gen pfEXO va ting sé lwong ban sao gen pfpm?2

Lo Tong so Khong C580Y/E415G/pfpm?2 )
bac diém 1 1 1 p
n=31 n=20 n=11
ACPR 16 (51,6%) 13 (65,0%) 3 (27,3%) o o
LCF/LPF  15(484%) 7 (35,0%) 8 (72,7%) !
n (%) “Pearson's Chi-squared test

Két qua nghién ciu cho thdy nhém bénh nhan mang dot bién phuc trén
3 gen tng vién 1a pfK13, pfEXO va ting s6 luong ban sao pfpm2 c6 ti Ié diéu
tri that bai cao hon (72,7%) so véi nhdm khdng (35,0%), su khac biét nay co

¥ nghia thong ké vai p<0,05.



83

3.3.2. Méi lién quan giira cc yéu té véi hiéu qud diéu tri
Bang 3. 31. Két qua phan tich méi lién quan giira cac yéu té véi két qua diéu tri

that bai
Két qua diéu tri
Yéu t6 L OR p
D r r Th)\
ap wng at bai (95%C1)
Tudi (nam) 0,96 0,198
_ 32,3+94 28,8+ 9,9
(X +SD) (0,90-1,02)
Mat do ky sinh trun 0,741
st do Ky sinn trng 6920 5806 1,00
Geomean
. (736-100 571) | (560-154 666) | (1,00-1,00)
(min-max)
Vi tri | Binh Phudc 21 (55,3) 17 (44,7) - 0,231
dialy | bak Néng 0,45
' 11 (73,3 4 (26,7
(73:3) (26.7) (0,11-1,58)
BMI (kg/m°) 0,98 0,912
_ 212+1,9 21,2+19
(X £ SD) (0,73-1,33)

Geomean: trung binh nhan; Min: nhé nhat; Max: lén nhat
X: trung binh; SD (standard deviation): Dé 1éch chuan
Két qua phan tich méi lién quan gitta cac yéu to dac diém nhan trac va
dot bién trén cac gen tng vién cho thay khong c6 yéu té nao cho thay c6 moi
lién quan véi tinh trang diéu tri that bai ky sinh tring. Su khac biét khdng c6
y nghia théng ké vai cac khoang 95%CI déu chua 1.
Bang 3. 32. Két qua phan tich méi lién quan giira cac dét bién véi két qua diéu
tri that bai

, Két qua diéu tri
Yéu to That | Pap | Tong OR
bai | ing (95%Cl)
>1 ban sao 9 11 20 i
pfpm2 | 1 ban sao 14 10 24 '
Tong 13 20 54 (0,52-5,81)
C450Y 20 21 a1
pfK13 | Kiéu dai 10 0 10 1(%1513%)9
Tong 30 21 51 -
E415G 18 13 31 )17
pfEXO | Kiéu dai 6 2 3 l
Tﬁng 24 15 39 (0142 16,43)
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Két qua phan tich méi lién quan giira cac yéu té diac diém dot bién trén
cac gen ung vién cho thay khdng c6 yéu té nao cho thay cd méi lién quan véi
tinh trang diéu tri that bai ky sinh tring. Su khéc biét khong c6 y nghia théng
ké vai cac khoang 95%CI déu chira 1.

Yéu té lién quan: OR (95CI%, p)

Tudi [16.0,53.0] 0.96 (0.88-1.04, p=0.289) -
I
Tinh Binh Phuwéc *
I
Pac Néng 0.27 (0.03-1.92, p=0.214) [ u :
I
I
BMI Binh thuéng - [}
I
I
Thira can- béo phi 0.55 (0.07-3.92, p=0.550) ' -
I
I
pfpmz2 1 ban sao -
I
=1 ban sao 5.05 (1.01-34 48, p=0.066) i =
I
PFEXO Mo mutation .
I
I
E4156G 2.80 (0.38-29.80, p=0.338) [ -
i
T
1 2358
OR,95%Cl

Hinh 3. 13. Méi lién quan giira dt bién E415 trén pfEXO va pfpm2 véi két qua
diéu trj that bai hiéu chinh bing dic diém chung

Biéu do Forest plot md ta moi lién quan giira Cac yéu t6 nhuw tudi, dia phwong
(Binh Phuéc, Piak Nong), BMI va dét bién E415 trén pfEXO va pfpm2 véi nguy
co that bai diéu tri. Hinh vudng biéu th; gia tri OR (Odds Ratio) wéc tinh, trong
khi thanh ngang dai dién cho khodng tin cgy 95% (95%CI). Néu thanh ngang
cat truc OR = 1, nghia la khéong cé sw Khac biét ¢ y nghia vé xac sudt xay ra
khang thuéc giza cac nhoém co va khong co yéu té lién quan. Trong hinh, tat cd
cdc thanh ngang déu cat truc OR = 1, cho thdy cac yéu té nay khdng c6 moi
lién quan déang ké véi that bai diéu tri trong mau nghién cizu.

Két qua hiéu chinh bang céc yéu té dac diém chung bao gom tudi, dia
diém nghién ciu, mat do Ky sinh tring sét rét, BMI cho thay nhém bénh nhan
mang Ky sinh triing sét rét chira dot bién E415 trén pfEXO va pfpm2 khéng cé
mbi lién quan véi tinh trang diéu tri that bai, su khac biét khong c6 ¥ nghia
thdng ké véi p>0,05.
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Bang 3. 33. Két qua phan tich méi lién quan giira dot bién gen phirc véi két qua

diéu trj that bai

iy Két qua diéu tri OR
Yeéu to z - . Z
That bai | Pap wng | Tong (95%CI)
Co 13 0 13
pfK13/pfEXO Khéng 2 9 11
Tong 15 9 24
Co 11 4 15
fK13/pfpm?2 Khén 10 18 28 495
g PP . J (1,32-21,88)
Tong 21 22 43
Céo 8 3 11
fpm2/pfEXO Khon 7 14 21 2133
PIPm=Ip : J (1,15-30,81)
Téng 15 17 24
Céo 8 3 11
fK13/pfpm2/pfEXO | Khon 7 13 20 495
P PIPmap - J (1,06-28,75)
Tong 15 16 31

Két qua nghién ctu cho thay su xuat hién kiéu gen phac pfK13/pfpm2,
pfpm2/pfEXO va dot bién trén ca 3 gen tng vién cho thay c6 méi lién quan véi
tinh trang diéu tri that bai. Cu thé nhdm bénh nhan mang Ky sinh triing sbt rét
chua dot bién trén pfK13/pfpm2 c6 nguy co diéu trj that bai cao gap 4,95 lan so
véi nhdm khdng, su khac biét c6 ¥ nghia thong ké vai 95%Cl tir 1,32-21,88.

Nhém bénh nhan mang ky sinh tring chta dot bién trén pfpm2/pfEXO
c¢6 nguy co diéu tri that bai cao gap 5,33 lan so véi nhdm khong, su khac biét
¢6 ¥ nghia théng ké véi 95%ClI tir 1,15-30,81.

Nhém bénh nhan mang Ky sinh tring st rét chia dot bién trén pfk13/
pfom2/pfEXO c6 nguy co diéu tri that bai cao gip 4,95 lan so v&i nhom
khéng, su khac biét c6 ¥ nghia thong ké véi 95%Cl tir 1,06-28,75.

Vi vai tro caa cac yéu té anh huéng khong ngang bang nhau trong anh
huong dén két qua diéu tri, vi c6 yéu té anh huong nhiéu, yéu té anh huong it
nén ching toi thuc hién phan tich héi quy logistic nham tim ra yéu t6 c6 vai
trd anh huong 16n nhét.
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Yéu t6 lién quan: OR (KTC 95%, p)

|
|
Tubi - 0.97 (0.89-1.04, p=0.338) -
|
Tinh Binh Phuéc !
|
Pac Néng  0.46 (0.07-2.50, p=0.387) | : |
|
|
KSTSR - 1.00 (1.00-1.00, p=0.511) -
|
|
|
BIMI - 1.08 (0.71-1.69, p=0.708) -
|
|
pfK13_pfEXO Khéng #
|
C580Y + E415G  3.60 (0.67-28.03, p=0.160) L = ,
T T 1
i
| —
1 23 5

OR, KTC 95%

Hinh 3.14. Méi lién quan gitta dot bién gen phiic C580Y trén pfk13 va E415
trén pfEXO vai két qua diéu trj that bai hiéu chinh bang dac diém chung

Biéu d6 Forest plot md ta méi lién quan giza cac yéu té nhu tudi, dia phirong
(Binh Phuée, Pak Néng), KST, BMI va dét bién kép trén gen pfK13 va pfEXO
(C580Y + E415G) Véi nguy co that bai diéu tri. Hinh vudng biéu thj gia tr;
OR (Odds Ratio) worc tinh, trong khi thanh ngang dai dién cho khoang tin cay
95% (95%CI). Néu thanh ngang cat truc OR = 1, nghia la khéng cé su khac
biét o y nghia vé xac sudt xay ra khang thusc giiza cac nhém co va khong co
yéu to lién quan. Trong hinh, tdt cd cdc thanh ngang déu cdt truc OR = 1, cho
thdy céc yéu to nay khdng co méi lién quan ddng ké Véi that bai diéu tri trong
mdu nghién cizu.

Két qua hiéu chinh bang céc yéu t6 dic diém chung bao gom tudi, dia
diém nghién ciu, mat do Ky sinh tring sét rét, BMI cho thay nhém bénh nhan
mang ky sinh tring sot rét chira dot bién C580Y trén pfK13 va E415 trén
pfEXO khéng c¢6 mdi lién quan véi tinh trang diéu tri that bai, sy khac biét
khong ¢ y nghia thong ké véi p>0,05.
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Yéu t6 lién quan: OR (KTC 95%, p)

I
|
|
Tudi - 0.93(0.86-1.00, p=0.074) [ ]
|
|
Tinh Binh Phudc [ |
]
|
Déc Nong  0.40 (0.06-2.15, p=0.303) —_— .
|
|
KSTSR - 1.00(1.00-1.00, p=0.887) -
I
|
I
BMI - 0.94 (0.61-1.46, p=0.792) -
i
I
pfK13_pfpm2 Khéng '
n
|
C580Y + >1bénsao  7.78 (1.74-47.16, p=0.013) |
[ e E—
1 235

OR, KTC 95%
Hinh 3.15. Méi lién quan gitra dot bién C580Y trén pfK13 va ting s6 luong
ban sao pfpm2 véi két qua diéu tri that bai hiéu chinh bang dic diém chung

Hinh dnh biéu dién mét biéu do Forest plot so sanh cac yéu té lién quan dén

dét bién gen pfK13 ¢ ky sinh tring st rét va khd ndng khdng thuéc cua

ching. Biéu do hién thi cac gia tri OR (Odds Ratio), khodng tin cdy 95%

(95%Cl) va gia tri p cho ting yéu té; CAc yéu té bao gom: tudi, khu vue dia

Iy (Binh Phuée va Dak Nong), KST, BMI, kiéu gen C580Y/pfpm2.

Két qua cho thay: Pt bien C580Y véi hon 1 ban sao gen pfpm2 c6 OR I

7,78, khoang tin cdy 95% (1,74-47, 16) va gia tr; p=0.013, ch/ ra rang yéu té

nay cé y nghia thong ké va co lién quan chdt ché dén tinh khang thuéc sot rét.

Hinh vuéng va thanh ngang: Hinh vuong dai dién cho gia tri OR woc tinh,

con thanh ngang 1a khodng tin cdy 95%. Néu thanh ngang cdt qua truc OR =

1, nghia la khéng c6 sw Khac biét ¢ y nghia vé Xac sudt xay ra sw kién giira

hai nhém (véi yéu to lién quan va khéng lién quan).

Két qua hiéu chinh bang céc yéu t6 dic diém chung bao gom tudi, dia
diém nghién ciru, mat do ky sinh tring sét rét, BMI cho thay nhém bénh nhan
mang Ky sinh tring sét rét chira dot bién sé luong ban sao gen pfpm2 va
C580Y trén pfK13 cd méi lién quan vai tinh trang diéu tri that bai, cy thé, sau
hiéu chinh cho thay OR tang l1én t&i 7,78 lan, sy khéc biét co y nghia thong ké
Vi p<0,05.
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Két qua diéu tri: OR (KTC 95%, p)

]
|
|
Tubi - 0.95(0.87-1.03, p=0.248) [ |
]
|
Tinh Binh Phudc [ |
]
|
Pac Nong  0.22 (0.02-1.57, p=0.165) | —
I
|
KSTSR - 1.00 (1.00-1.00, p=0.790) -
|
BMI - 0.87 (0.53-1.37, p=0.561) -
|
I
pfEXO_pfpm2 Khéng i
|
E415G + >1 bdnsao 812 (1.36-75.11, p=0.034) |
|
I
1235 10

OR, KTC 95%

Hinh 3.16. Méi lién quan gitra dot bién E415G trén pfEXO va ting s6 luong
ban sao pfpm2 véi két qua diéu tri that bai hiéu chinh bang dic diém chung
Biéu do Forest plot biéu dién mai lién quan giga cac yéu té nhu tudi, khu vuc
dia Iy (Binh Phuée, Pak Nong), KST (khd ndng ky sinh trimg sét rét), BMI va
Kiéu gen E415G/pfpm2 véi két qua diéu tri bénh sét rét. Hinh vuéng dai dién
cho gia tri OR (Odds Ratio) woéc tinh va thanh ngang biéu thi khoang tin cdy
95% (95%CI). Néu thanh ngang cdt truc OR = 1, nghia la khéng cé su khac

biét cé y nghia vé xac sudt xdy ra két qua diéu tri giiza cac nhom.

Két qua cho thdy dét bién E415G véi hon 1 ban sao ¢ moi lién quan c6 y
nghia thong ké dén két qud dieu trji (OR = 8.12, 95%Cl: 1.36-75.11, p =
0.034). Cac yéu té khdc nhw tudi, khu vue dia Iy, KST va BMI déu khéng c6 y
nghia thong k& (p > 0.05), cho thdy ching khéng c6 méi lién quan ding ké
deén két qud diéu tri trong mdu nghién cizu nay.

Két qua hiéu chinh bang céc yéu t6 dic diém chung bao gom tudi, dia
diém nghién ctu, mat do ky sinh trung, BMI cho thay nhdm bénh nhan mang
ky sinh tring sot rét chira dot bién sé lwong ban sao gen pfpm2>1 bdn sao va
E415G trén pfEXO c6 méi lién quan véi tinh trang diéu tri that bai, cu thé, sau
hiéu chinh cho thdy OR ting 1én t&i 8,12 1an, su khac biét co ¥ nghia théng ké
véi p<0,05.
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Yéu t6 lién quan: OR (KTC 95%, p)

|
|
Tubi - 0.95 (0.87-1.03, p=0.218) -
|
Tinh Binh Phudc *
i
Dac Nong 0.21 (0.02-1.53, p=0.158) i
i
KSTSR - 1.00 (1.00-1.00, p=0.758) i
i
|
BMI 0.94 (0.56-1.54, p=0.795) )_-:_‘
pfk13_pfpm2_pfEXO  Khdng ‘
|
|
pfk13_pfpm2_pfEXO  7.71 (1.30-71.26, p=0.039) i
|

1235
OR, KTC 95%

Hinh 3.17. Mdi lién quan giira bién doi di truyén trén ca 3 gen véi két qua
diéu tri that bai hiéu chinh bang dic diém chung

Biéu do Forest plot hién thi méi lién quan gia cac yéu té nhuw tuéi, khu vuc
dia Iy (Binh Phuée, Pak Nong), KST (khd ndng ky sinh trimg sét rét), BMI va
sw hién dién cia dot bién trén cac gen pfk13, pfpm2 va pfEXO véi két qud
diéu tri sot rét. Hinh vudng dai dién cho gia trj OR wéc tinh, thanh ngang
biéu thi khodng tin cdy 95% (95%CI). Néu thanh ngang cat truc OR = 1,
nghia la khéng c6 sw kKhac biét ¢é y nghia vé xac suat xay ra két qua diéu tri
giiza cac nhom co va khong cé yéu to lién quan.

Két qua cho thdy dét bién pfK13_pfpm2_pfEXO c6 méi lién quan c6 ¥ nghia
thong ké dén két qud diéu tri (OR = 7.71, 95%Cl: 1.30-71.26, p = 0.039), cho
thdy yéu té nay c6 thé anh huéng dén két qua diéu tri bénh sét rét. Cac yéu té
con lai nhu tuéi, khu vuc dia 1y, KST va BMI déu khéng cé y nghia thong ké
(p > 0.05), cho thay chiing khdng c6 méi lién quan dang ké dén két qua diéu
trj trong mdu nghién cizu nay.

Két qua hiéu chinh bang céc yéu t6 dic diém chung bao gom tudi, dia
diém nghién ciu, mat do Ky sinh tring sét rét, BMI cho thay nhém bénh nhan
mang ky sinh triing sét rét chira 3 dot bién trén gen pfpm2, pfEXO, pfK13 c6
mébi lién quan vai tinh trang diéu tri that bai, cu thé, sau hiéu chinh cho thay
OR tang 1én t&i 7,71 1an, su khac biét co y nghia thong ké voi p<0,05.
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Models selected by BEMA

PfK13

Pfpm2z2

PfEXO

T T T
1 2 3

Model #

Hinh 3.18. Vai tro caa dot bién trén cac gen tng vién trong méi lién quan voi
diéu tri that bai

Biéu do hién thi cdc mé hinh (Models) dwoc chon béi phan tich BMA

(Bayesian Model Averaging) dé danh gid sw lién quan cua cac gen pfki3,

pfpm2, va pfEXO trong nghién cizu. Truc ngang (Model #) biéu thi cac mé hinh

khac nhau dwoc chon, trong khi truc doc li¢t ké cac gen. Cac thanh mau do chi

ra gen twong g (pfK13, pfom2, pfEXO) duwoc chon trong md hinh cyu thé.

Két qua Iya chon md hinh bang phuong phap BMA cho thay xay dung
duoc 7 md hinh tir 3 d6t bién trén cac gen ¢ng vién nham xac dinh vai tro va
mbi lién quan toi két qua diéu tri that bai ky sinh tring bang phac d6 két hop.
Tir biéu do trén ta thay dot bién C580Y xuat hién 82,2% cac md hinh, tiép
theo 1a d6t bién sé lugng ban sao gen pfpm2 xuat hién trong 39,2% céc md
hinh, con dot bién E415G xuat hién trong it md hinh nhat véi chi khoang
19,2%.

Bang 3. 34. Cac md hinh tét nhat xac dinh hiéu qua diéu tri sét rét véi sw tham

gia cac gen wng Vvién

CA4c yéu td M® hinh 1 | M6 hinh 2 [M6 hinh 3 |M6 hinh 4 |M6 hinh 5

Hé s6 chin 0,00 -0,16 0,48 -0,27 -0,20
pfK13 (C580Y) 0,58 0,61 - 0,55 0,57
pfpm2 (>1 ban sao) - 0,27 - - 0,27
pfEXO(E415G) - - - 0,07 0,09

S6 bién 1 2 0 2 2
R’ 0,18 0,253 0 0,183 0,258
BIC -2,7 -2,17 0,000 0,60 1,06
Xé&c suét hau dinh 0,392 0,297 0,100 0,074 0,059
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Bang 3.34 trinh bay két qua cua phan tich trung binh md hinh BMA véi
nam mé hinh khdc nhau, dira trén sy hién dién cia cdc dot bién gen pfk13
(C580Y), pfpm2 (>1 bdn sao) va pfEXO (E415G). Mdi mé hinh dwoc md td
qua Cac thdng sé nhuwr hé sé chan, hé so cua tirmg dgt bién, sé bién trong mo
hinh, gia tri R%, BIC (Bayesian Information Criterion), va xac suat hdu dinh.
Hé sé chan (Intercept) cho biét gid tri trung binh cia bién két qua khi khéng
c6 dot bién ndo hién dién, va hé so cua timg dét bién biéu thi mite dg anh
hwrong ciia chiing dén két qua diéu tri. Gia tri R? biéu thi kha nang gidi thich
sw bién thién cua bién két qud béi cac yéu té trong mé hinh. Gia tri BIC, diroc
sir dung dé danh gid mirc do phi hop cia md hinh (cang thdp cang tot).

Nhu vay, tr 7 moé hinh dugc phan tich, m6 hinh 1 va mé hinh 2 dugc
chon 1a hai m6 hinh tét nhat dé du doan hiéu qua diéu tri va nguy co that bai
diéu tri sét rét. Md hinh 1 chi sir dung gen pfk13 C580Y vai hé sb hdi quy
0,58, ¢6 R2 = 0,18, BIC = -2,7 (thdp nhat), va x&c suat hau dinh 39,2% (cao
nhat), cho thiy ddy 1a mé hinh don gian, hiéu qua va dé& trién khai. Nho tap
trung vao pfK13 C580Y, md hinh nay phi hop dé giam sat khang artemisinin
trén dién rong, dic biét tai cac ving c6 ngudn luc han ché.

M6 hinh 2, b6 sung thém gen pfpm2 (>1 ban sao) véi hé sé hdi quy
0,27, ¢c6 R? = 0,253 (cao hon m6 hinh 1), BIC = -2,17, va Xac Suét hau dinh
29,7%. Mac du phuac tap hon, mé hinh nay cai thién d6 chinh xac du doan,
dic biét trong cac bdi canh khang PPQ xuat hién ciing khang artemisinin. Hai
mod hinh nay duoc lya chon vi kha ning can bang giira tinh hiéu qua, d6 chinh
xéc, va kha nang ap dung thuc tién trong cac bdi canh khac nhau.

X&c suat diéu tri that bai trong mdi mé hinh c6 thé dugc tinh dya trén
cac yéu t6 di truyén lién quan nhu pfk13 C580Y va pfpm2 (>1 ban sao) thdng
qua mé hinh logistic. Duéi day 1a cong thirc tinh x4c suat that bai diéu tri cho
maoi md hinh.

M6 hinh 1:
Cac yéu tb str dung: Chi gen pfK13 C580Y.
Hé sb hdi quy cua pfk13 C580Y: 0,58.
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Cong thie tinh xac suat that bai diéu tri:
0.58.X1

P (thét bai diéu tri)=————

Trong do:

o X1 =1néu dot bién pfK13 C580Y xut hién.
o X31=0 néu khong c6 dot bién.

Do d6, néu pfK13 C580Y c6 mit (X;=1) x4c suat diéu tri that bai s& 1a
64,1%.
M6 hinh 2:
. Céc yéu td sir dung: Két hop gen pfk13 C580Y va pfpm2 (>1 ban sao).
« Hé sé hoi quy:
- pfK13 C580Y: 0,61.
o pfpm2 (>1 ban sao): 0,27.
« Cong thuc tinh xac suat that bai diéu tri:

eO.61.X1+0.27.X2

P (that bai dieu tri) = —— e
o Xy =1 néu dot bién pfK13 C580Y xuat hién; X;=0 néu khong c6
o X,= 1 néu cd hon 1 ban sao caa pfpm2; X,=0 néu khdng cé
Néu ca hai dot bién ciing xuat hién (X;=1, X,=1) x4c suat that bai diéu
tri 12 70%.
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Chuong 4. BAN LUAN
4.1. Sw bién d6i di truyén va tan sé dét bién caa mét s6 gen khang thuéc
& ky sinh trung sét rét P. falciparum
4.1.1. Tan sé dét bién C580Y trén gen pfk13 ¢ ky sinh triing sét rét

Sy xuat hién cac dot bién trong gen pf13, dic biét trén ving canh quat
thi c6 lién quan dén tinh trang khang artemisinin, tuy nhién dir liéu vé tan suat
dot bién trén gen pfk13 duoc thu thap qua cac nghién ctru va giam sat dinh ky
cho thay tan suat dot bién pfk13 tai GMS néi chung va cac nudc ndi riéng
bao gom Viét Nam c6 dién bién phuc tap, khéng dong déu va co sy bién doi
theo thoi gian va vi tri dia Iy [96]. Hién nay, co6 hon 200 dot bién trén gen
pfK13 dugc phat hién, tuy nhién vai tro va mac dé anh huong cua tung dot
bién d6i khang artemisinin 1a khac nhau [12]. Vé co ché dan dén su khang
thudc céc nghién ctru da phat hién thay nhiéu dot bién khac nhau tao ra mot
kiéu hinh twong ty cho thay ring cac dot bién pfK13 thé hién sy mat chuc
niang mot phan, thay vi ting chirc nang, tuy nhién co ché chinh xé4c cua ting
dang dot bién nhu thé nao thi chua xac dinh.

Tai khu vuc GMS bao gom Campuchia, Lao, Myanmar, Théi Lan, Viét
Nam va khu vuc Van Nam cua Trung Qudc, cac dot bién trén gen pfk13 c6 su
phan bd dia Iy khac nhau, anh huong dén viéc theo ddi va kiém soét khang
thudc sot rét [96, 97]. Bot bién C580Y 1a mot trong nhitng dot bién phd bién
nhat, xuat hién rong rai & Campuchia, Lo, Myanmar, Thai Lan va Viét Nam,
Vvéi tan suat cao [96]. Dot bién Y493H ciing pho bién tai Campuchia nhung it
gip hon ¢ Lao, Myanmar, Thai Lan, Viét Nam va Trung Quéc, dot bién
R539T dugc tim thay chu yéu ¢ Campuchia va it phd bién hon & cac quéc gia
khac trong khu vuc, dot bién 1543T hiém gap va phan b rai rac & mot sé khu
vuc cia Campuchia, Lao, Myanmar, Thai Lan va Trung Qudc. Dot bién
F4461 pho bién hon & Myanmar va Thai Lan, dic biét 1a & cac khu vuc giap
bién giai, trong khi it gap hon & Campuchia, Lao, Viét Nam va Trung Qudc.
Sy phan bé dia ly cua cac dot bién nay 1a yéu té quan trong trong viéc theo
ddi khang thuéc [96-98].

Dot bién C580Y trén gen pfK13 di dugc chiang minh 1a mot trong
nhiing chi thi phén t¢ manh mé& cho tinh trang khang artemisinin ¢ P.
falciparum, ky sinh tring gay bénh sét rét [96]. Nghién ctu cua ching tdi cho
thay tan suat C580Y trén gen pfk13 1a 91,3%, day ciing 1a dot bién duy nhat
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trén gen pfk13 dugc phat hién va 1a dot bién duoc WHO xac nhan khang voi
artemisinin. Tan suat C580Y cao nhat tai Bak Lik (95,7%), tiép d6 tinh Gia
Lai (92,5%), hai dia diém con lai (Pak Néng, Binh Phudc) ¢ tan suét thap
hon nhung déu trén 80%.

Tai Viét Nam, xu thé chung 1 sy gia ting tan suat caa C580Y theo thoi
gian cing vai sy bién mat dan cua dang dot bién khac trén gen pfk13 duoc
thé hién xuyén subt tai tat ca cac khu vuc dang diém nong sot rét tai Viét
Nam. Giai doan 2011-2012, sau dot bién phé bién trén gen pfK13 do 1a F4461,
M4761, Y493H, R539T, 1543T, P553L va C580Y. Ti I¢ ky sinh tring mang
dot bién pfK13 tang theo thoi gian tang tir 8,7% (20/231) ndm 2009 1én 79,1%
(34/43) nam 2016 (P <0,001). Cung voi d6, C580Y ngay cang chiém uu thé
trong dang dot bién trén gen pfK13, C580Y ting tir 1,7% (4/231) trong giai
doan 2009-2010 1én 79,1% (34/43) giai doan 2015-2016 (P <0,001). Nguoc
lai, dot bién 1543 T giam tan sé tir 10,2% (15/147) giai doan 2010-2011 xudng
con 2,1% (1/48) giai doan 2013-2014 va sau d6 bién mat [12]. Ca khang
artemisnin lan dau tién duoc béo céo tai tinh Binh Phudc vao nam 2009 [99],
dir liéu vé dot bién trén gen pfK13 tai tinh nay giai doan 2009 dén 2016 cho
thay xu hudng chung vé su bién doi di truyén trén gen pfK13 tai Viét Nam.
Béo céo cu thé nhu sau: ti 1& dot bién C580Y tang tir 1,7% (4/231) trong mua
2009-2010 1én dén 79,1% (34/43) trong mia 2015-2016 (P < 0,001). Nguoc
lai, dot bién Y543T giam tir 10,2% (15/147) vao 2010-2011 xudng con 2,1%
(1/48) vao 2013-2014 va sau d6 bién mat. Tuong tu, ti 1& cac ky sinh tring sot
rét c6 dot bién Y493H tang tir 0,7% (1/147) trong giai doan tir 2010 dén 2012
1én dén 12,5% (6/48) vao 2013-2014, nhung sau d6 khong phat hién dot bién
nay nita, dot bién P553L ciing da ting tan suit ban dau, tir 5,2% (12/231)
trong 2009-2010 Ién 15,4% (21/136) vao 2011-2012, nhung sau do6 tré nén
hiém hon. Céac dot bién con lai chi duoc phét hién ¢ tan suat thap (<5%) nhu
V568K va P574L tir nim 2009 dén 2012 va R539T vao mua 2011-2012
[100]. Sau giai doan 2012-2013, cac bao cdo giam sat dinh ky cho thay
C580Y ting tan suat nhanh chong vai 34,5% (2014) toi 90,5% (2015) [101].

Béo céo vé dot bién trén gen pfK13 tai khu vyuc Tay Nguyén giai doan
2009-2016 cho thay: ca hai tinh Dak Nong va tinh Pak Lak déu cho thay ti I¢
cao twong dbi cua cac dot bién C580Y, lan luot 12 80,6% (29/36) tai tinh Pak
Nong va 83,6% (46/55) tai tinh Pak Lak [100]. Tuy nhién, ti 16 dot bién
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C580Y quan sat trong nghién ctu ndy thap hon so véi nghién cau hiéu qua
diéu tri da trung tAm gan day voi pyronaridine-artesunate (Pyramax) dugc tién
hanh tir nim 2017 dén 2018. Trong nghién ctru do, ti & nay lan luot 12 96,2%
(25/26) tai Dk Nong va 57,8% (37/64) tai Gia Lai [102]. Tinh Kon Tum ¢4 ti
16 thap hon dang ké cac ky sinh tring mang d6t bién pfkK13 C580Y so vdi tinh
Gia Lai, ti 1& dot bién C580Y tai Kon Tum la 30,4% (7/23), trong khi & tinh
Gia Lai la 38,5% (5/13) [100]. Ngoai ra, 2/23 bénh nhan tai Kon Tum (8,7%)
nhigm Ky sinh tring chtra dot bién R539T, dot bién nay pho bién & mién Tay
Campuchia va tinh Binh Phudc trude khi ¢6 su tac dong lua chon cuc dai gan
day, dan dén sy thng tri hoan toan caa C580Y trong cac vung d6 [100].

Mot dic diém dac biét thi vi 1a su gia ting chiém uu thé cua dot bién
C580Y tai Viét Nam tuwong ty nhu di quan sat thdy & cac nudc lang giéng
Campuchia, Lo, Thai Lan [87, 96, 103]. Dit liéu tir cac nghién ctu cho thay
su ting trudng ndy bat dau tir nhimg nam dau thap ky 2010 va tiép tuc gia
tang manh mé& trong cac nim sau d6 [96, 104, 105]. Ti Ié dot bién C580Y tai
Pailin, phia Tay Campuchia di ting manh tir nim 2008 va dat dén gan nhu
90% vao nam 2012, day 1a khu vuc dau tién tai GMS ghi nhan sy xuat hién va
lan rong cua dot bién ndy. Vao nam 2014, ti & ky sinh tring c6 dot bién
C580Y dan dén ti I¢ dwonng tinh vai Ky sinh tring sot rét sau 3 ngay diéu tri
1a 41% ¢ Pailin va 13% & Pursat, diéu ndy cho thay hiéu qua cua liéu phap
DHA-PPQ di giam dang ké [96].

Trong céc nghién cau vé ky sinh tring P. falciparum tai Thai Lan, dot
bién C580Y la pho bién nhat, chiém 84,8% trong tat ca cac dot bién pfk13,
duoc quan sat. Ti I& dot bién nay da ting tir 63% vao nim 2013 1én 100% vao
nam 2015 [106]. Ngoai ra, cac dot bién khac nhu R539T va R5391 ciing duoc
ghi nhan, nhung it ph6 bién hon so véi C580Y [106]. Thir nghiém RSA cho
thay cac mau c6 dot bién C580Y c¢o ti Ié song sét cao hon, minh ching cho
kha ning khang artemisinin cua chiing. Dot bién pfK13, dic biét 1a C580Y, da
tré nén phd bién tai Thai Lan, phan &nh su lan rong caa khang artemisinin tai
dat nuge nay [96].

Cac dir liéu vé phan tich gen cho thay dot bién C580Y cd mot nguon
goc don 1¢ tai ba qudc gia Campuchia, Thai Lan va Lao trong giai doan tir
2008 dén 2015 [103]. Dit liéu tir cac phan tich nay da chi ra rang, cac kiéu gen
cua C580Y tai Campuchia, Thai Lan va Lao c6 su giong nhau dang ké, cho
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thay mot lan truyén manh mé cua kiéu gen nay trong khu vuc. Cu thé, nghién
ctru sir dung microsatellite genotyping dé so sanh cac mau P. falciparum ti
bén qudc gia Pong Nam A da xac nhan rang cac mau tir Campuchia, Thai
Lan va Lao c6 chung mét ngudn gbc di truyén, ching té su lan truyén cua
mot dang dot bién C580Y duy nhat trong khu vuc ndy. Sy gidng nhau trong
cac kiéu gen cuia C580Y ¢ cac qudc gia nay 1a bang chirng manh mé cho thay
dot bién nay xuat hién tir mot ngudn gde don nhit va sau d6 lan rong ra cac
qudc gia lan can [96].

M6t cau hoi quan trong 12 liéu cac ky sinh tring mang dot bién pfK13,
va dic biét 1a cac ky sinh tring mang d6t bién C580Y, duoc nhap khau tir cac
qudc gia khac trong khu vuc hay chiing xuat hién doc lap tai Viét Nam do ap
lyc thudc tai dia phuong. Mot nghién ciu bao gom mot sé ky sinh tring tir
tinh Binh Phudc duoc dua vao nghién ctu nay [107], tiét 16 rang cac mau
Viét Nam mang cac dot bién Y493H, 1543T, va C580Y c6 cac haplotype
pfK13 dai gidng hét nhu cac ky sinh tring Campuchia mang cung d6t bién
nay. Diéu ndy goi Y rang cac dot bién pfk13 trong ky sinh triing tir ca hai phia
cua bién gigi Viéet Nam-Campuchia c6 chung ngudn géc, mac di khdng thé
xéc dinh chic chan hudng lan truyén cua cac chung nay. Nguoc lai, phan tich
tuong tu cho thay ring cac ky sinh tring mang dot bién P553L c6 thé da phat
sinh doc 1ap tai Binh Phudc. Hon nita, cac dot bién pfK13 thuong xuét hién
trén nén di truyén véi cac dot bién trong cac gen bao gom arps10 V127M, fd
D193Y, mdr2 T484l, va crt N326S [107]. Nhiéu mau duoc giai trinh ty tir
tinh Binh Phudc da dugc dwa vao phan tich trude do [107], két luan rang cac
dot bién pfK13 ¢ tinh Binh Phudc xuat hién doc 1ap chi trong cac ky sinh
trung mang nén di truyén nay.

Phén tich haplotype xung quanh gen pfK13 tai 3 tinh Binh Phuac, Ninh
Thuan va Gia Lai cho thdy c6 nhiéu nguon goc khac nhau cua dot bién
C580Y tai ba dia diém nay [108]. Ky sinh trung & Ninh Thuan cd haplotype
giong véi ky sinh tring & Gia Lai hon 1a & Binh Phuéc, céc ky sinh tring &
nhitng khu vuc nay ciing cho thay su da dang haplotype 16n hon, trong khi
cac dot bién C580Y & Binh Phudc ¢ thé duoc chia thanh hai nhém voi
haplotype rat giong nhau. Mot gia thuyét 1a dot bién C580Y cua mot
haplotype hién nay chiém wu thé & Binh Phudc c6 thé méi xuat hién va chua
lan dén Gia Lai va Ninh Thuan, noi ma cac dot bién C580Y cua haplotype
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khac di co tir truge [108], nhimg dot bién sém nay c6 thé da bi thay thé boi
dot bién C580Y m&i canh tranh hon. Néu gia thuyét nay dung, c6 kha ning
cac haplotype thiy & cac dot bién C580Y tai Binh Phuéc s& lan rong hon
trong twong lai [108]. Nhu vy, dot bién C580Y cd thé di phat sinh tir nhiéu
ngudn géc khéac nhau, bao gém ca viéc du nhap tir Campuchia va su phat sinh
doc 1ap tai Viét Nam. Phan tich haplotype cho thay c6 su khéc biét rd rét giira
cac khu vuc, vaéi Binh Phudce c6 cac haplotype khac biét so vai Ninh Thuan
va Gia Lai. Su khac biét haplotype phan &nh su da dang di truyén va céc qué
trinh tién hoa doc 1ap trong cac quan thé P. falciparum tai cac ving khac nhau
cua Viét Nam [108].

Cho dén nay, c6 dén 125 dot bién dugc phét hién trén gen pfk13 co lién
quan dén tinh khang artemisinin, nhung chi c6 dot bién C580Y duoc dinh hinh
va lan rong t6i cac khu vuc khac nhau [109, 110], diéu ndy khdng phai sy ngau
nhién. Dot bién C580Y lan truyén va phé bién hon cac dot bién khac trén gen
pfK13 do mét s6 yéu té quan trong nhu su lién két manh gitta dot bién khang
artemisinin va cac viing khac ngoai pfK13, dac biét la cac vung trén nhidém sac
thé 14, cho thay rang cac dot bién ¢ cac ving khac caa bo gen cé thé can thiét
dé bu dap cho cac tac dong xau vé mat kha niang thich nghi cua cac dot bién
pfK13 [107, 110, 111]. Cac bién thé nay cd thé gilp giam thiéu nhing tén hai
do dot bién pfk13 gay ra, cho phép ky sinh tring mang dét bién C580Y ton tai
va phat trién tot hon so véi cac dot bién khac trong moi trudong khong co ap luc
thudc. Piéu nay duwoc ching minh trong thuc té khi ti 1é cao ching ky sinh
trung mang dot bién C580Y két hop véi sy gia ting s6 lugng ban sao gen
pfpm2 duoc quan sat thiy tir Campuchia phia Tay vao mién Nam Lao, Pong
Bac Théi Lan va Viét Nam [50-52].

Mot gia thuyét khac 1a dot bién C580Y tao cho KST c6 kha ning thich
nghi tot hon hon so véi cac dot bién khang artemisinin khac khi khdng c6 ap
lyc thudc, chinh vi vay ky sinh tring mang dot bién ndy canh tranh va vuot troi
hon trong cac nhidm triing hdn hop va dat mat do ky sinh cao can thiét cho viéc
truyén nhiém nhanh hon. Mic du dot bién C580Y khong cho thay ti 1 thanh
thai ky sinh tring vuot troi so voi cac dot bién khac khac va nguy co that bai
diéu tri cling twong dwong véi nhitng bénh nhan mang cac dot bién khéc trén
pfK13. Ngoai ra, khéng co su lién quan gitta cac ky sinh tring mang cac dot
bién khang artemisinin trén pfK13 va kha ning mang giao bao, diéu nay cho
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thy rang su thanh cong cia C580Y khong lién quan dén viéc san xuat giao bao
hoic kha ning thich nghi trong giai doan gan hoic mudi [111].

Dot bién pfK13 ngoai khu vuc GMS da xuét hién doc 1ap ¢ nhiéu dia
diém khac nhau trén thé giéi, bao géom chau Phi va Nam My [83]. Tai
Rwanda, dot bién pfk13 R561H di xuat hién va lan rong, véi cac ky sinh triing
mang d6t bién nay thé hién diu hiéu khang artemisinin thong qua viéc kéo dai
thoi gian thanh thai ¥ ky sinh triung va ting ti 1& sbng s6t sau khi tiép xuic vaoi
DHA in vitro [83]. O Guyana, dot bién pfK13 C580Y duoc phat hién trong cac
cudc khao sat tir nam 2010 dén 2017 va cling lién két véi khang artemisinin,
mac du ti 16 ph bién cua nd da giam dan. Tai New Guinea va Uganda, cac dot
bién pfK13 da xuat hién, véi sy gia tang ti 1& dot bién A675V theo thoi gian &
Uganda, va cac dot bién nay co lién quan dén khang artemisinin. Nhu vay, cac
dot bién pfk13 & cac khu vuc ngoai GMS déu lién quan dén khang artemisinin,
lam phic tap hoa cong tac diéu tri va phong chong bénh sbt rét toan cau [83].

T6m tai, cac két qua nay cho thay su bién d6i dang ké phan bé dot bién
C580Y trén thé gidi, ti 16 dot bién C580Y cd su khac biét theo thoi gian. N6
cling nhan manh sy thay do6i theo thoi gian va tac dong cua ap luc lua chon
khac nhau ddi véi phan phéi cua cac bién doi chdng lai thudc cua Ky sinh
tring sét rét P. falciparum.

4.1.2. Sw thay doi sé lweng ban sao gen pfpm2 ¢ ky sinh tring sét rét

Ti 18 ky sinh tring st rét mang nhiéu ban sao pfpm2 trong nghién ciu
cua ching t6i 12 51%. Ti I¢ bénh nhan c6 ky sinh tring sot rét mang nhiéu ban
sao pfpm2 khdng c6 su khac biét ¢ dja diém nghién ctu. Sy gia ting sd luong
ban sao cua pfpm2 tai Viét Nam da dugc bao cao trude do, theo tac gia Bui
Quang Phuc va cong su (2017) véi tan suat bénh nhan cé ky sinh tring sét rét
mang nhiéu ban sao cia gen pfpm2 la 25/46 (54, 3%) [112]. Bao céo tic gia
Huynh Héng Quang va cong su vé chi diém phan tir khang thudc tai ving sot
rét luu hanh tinh Pak Lik duoc tién hanh tai cac xa Ea Dah, Dlie Ya, Ea Puk
thuoc huyén Krong Nang, tinh Dak Lak, tir thang 4 nam 2019 dén thang 3 nim
2021 [89]. Trong s6 50 mau phan tich, ti Ié ting s6 ban sao pfpm2 1 72%, tic
la c6 36 mau cho thay su gia tang s6 ban sao pfpm2. Su ting nay duoc xac dinh
la mot chi diém khang PPQ, va dong thoi 72% s mau ciing xuat hién ca hai
chi diém pfK13va pfpm2. T4c gia cho rang mac do khang thube cao, da khang
thudc xuat hién trong quan thé P. falciparum & khu vyuc nghién ctu [89]
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Tai Viét Nam, sy gia ting sd luong ban sao gen pfpm2 cha yéu duoc
quan sat thiy & cac tinh giap bién gi¢i véi Campuchia nhu Gia Lai va Binh
Phudc. Nguoc lai, ¢ cic tinh khong giap ranh nhu Khanh Hoa, Ninh Thuan va
Quang Tri, khong c6 su gia ting dang ké nao vé sb luong ban sao gen pfpm2
[113]. Mic du dén hién nay, KST c6 gia ting sé lugng ban sao gen pfpm2 tai
Viét Nam chwra nhiéu nhu & Campuchia, nhung murc d6 ting sé luong ban sao
tai Viét Nam ciing kha nhanh. Tai tinh Gia Lai, ti 1& xuét hién sé luong ban
sao pfpm2 ting tir 16,7% (nim 2014) 1én dén 53,3% (ndm 2021) [113]. Mot
diém luu y, tbe d6 ting sé lwong ban sao thuong cao hon so véi tée do thay
d6i nucleotide [84], diéu nay ciing 1y giai cho sy gia ting nhanh chéng sb
lugng ban sao cua gen pfpm2 6 ca Campuchia cling nhu Viét Nam khi ma su
gia ting nhanh chéng s6 luong ban sao cua gen pfpm2 dugc hd trg boi su
ngay cang kém hiéu qua cua thude diéu tri st rét.

Su gia tang s6 lwong ban sao cua gen pfpm2 da dwoc nghién ctu trong
1252 mau bénh pham dugc thu thap trén khap Campuchia tir nim 2002 dén
2015, bao gom ca truéc va sau khi &p dung diéu tri bang DHA-PPQ [15].
Viéc lay miu theo thoi gian da duoc thyc hién tai Pailin (mién tay
Campuchia) va Rattanakiri (mién dong Campuchia), noi DHA-PPQ dugc gidi
thiéu lan lugt vao nam 2008 va 2010. Tai Pailin, ti 1& ky sinh tring c6 nhiéu
ban sao gen pfpm2 ting tir 27,9% (19 trong s6 68 mau) vao nim 2008-2009
Ién 91,2% (52 trong s6 57 mau) vao nam 2014-2015. Tai Rattanakiri, ky sinh
trung c6 nhiéu ban sao gen pfpm2 rat hiém gip cho dén nam 2012-2013
(3,2%), nhung da tang 1én 45,5% (40 trong s6 88 mau) vao nim 2014-2015.
Sy gia tang déu din caa ky sinh tring c6 nhiéu ban sao gen pfpm2 sau khi
DHA-PPQ duoc gidgi thiéu ciing duoc ghi nhan ¢ cac tinh khac nhu Preah
Vihear va Pursat. Nhitng dir liéu nay cho thay viéc sir dung DHA-PPQ la phac
d6 wu tién trong diéu tri sot rét khong bién ching do P. falciparum c6 thé lién
quan dén su gia tang s lwong Ky sinh tring mang nhiéu ban sao gen pfpm2,
diéu nay co thé anh hudng dén hiéu qua caa diéu trj [15].

Tai Thai Lan, sé luong ban sao cua gen pfpm2 di ting dang ké trong
giai doan tir nam 2013 dén 2015. Cy thé, nam 2013, chi ¢6 7,4% cac mau
nghién ciu chtra nhiéu ban sao pfpm2. Tuy nhién, ti Ié nay ting 1én 51,3%
vao nam 2014 va dat 78,3% vao nam 2015 [106]. Cac ky sinh trung chua
nhiéu ban sao pfpm2 thuong cd gia tri 1C90 cia PPQ cao hon, cho thdy kha
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ning khang PPQ. Piéu dang chu ¥ 1a trong sb cdc mau chira nhiéu ban sao
pfom2, mot s ciing c6 dot bién pfert-F1451, 1am tang thém muc d6 khang
thudc. Su gia ting déng ké vé s6 luong ban sao pfpm2 cling véi dot bién pfert-
F145I cho thiy sy tién hda nhanh chéng cuaa céc kiéu gen khang thudc & ving
bién gi¢i Thai Lan-Campuchia [106].

Téc gia Fang Huang va cong su (2020) bao céo co su gia tang sd luong
ban sao cua gen pfpm2 trong P. falciparum doc bién gisi Trung Qudc-
Myanmar. Két qua cho thay, trong tong sé 224 mau duoc kiém tra, chi c6 mot
mau ¢6 nhiéu ban sao pfpm2, trong khi ca&c mau con lai (99,6%, 223/224)
khong cho thay su gia ting sé lwong ban sao cua pfpm2, mau duy nhat c6
nhiéu ban sao pfpm2 ciing mang d6t bién pfK13. Picu nay chang to rang su
gia tang s6 lugng ban sao cua pfpm2 khéng pho bién trong cac mau tir khu
vuc bién gigi Trung Quéc-Myanmar. Dit liéu cho thay khéng c6 sy xuat hién
rong réi cua khang PPQ lién quan dén sy gia ting s6 luong ban sao gen pfpm2
trong khu vuc nghién cau [114].

Tai Tay Phi, tan s6 cua dot bién nhan doi gen pfpm2 ¢ P. falciparum da
duoc ghi nhan dang cht ¥ [115]. Cu thé, trong tong s6 65 mau bénh nhan tai
phat sau khi diéu tri baing DHA-PPQ, c6 7 miu (tuong duong khoang 10%)
mang dot bién nay. Nghién ctru cling chi ra ring khong c6 xu hudng rd rang
Vvé Viéc tai phat sém hon lién quan dén nhom mang dot bién pfpm2, diéu nay
doi hoi can phai nghién ctru thém trén mau lén hon dé hiéu & hon vé méi lién
hé nay. Tan sb caa dot bién pfpm2 ¢ mac 10% cho thay kha ning khang thudc
cua P. falciparum c6 thé dang gia tang, doi hoi su giam séat va nghién cau lién
tuc dé danh gia va dua ra cac bién phap tng phé kip thoi.

T6m lai, su gia ting sd lwong ban sao cta gen pfpm2 & cac qubc gia
trong GMS phan anh tinh trang khang thuoc PPQ ngay cang nghiém trong. Ti
18 ky sinh tring mang nhiéu ban sao pfpm2 cao, dac biét & cac khu vuc bién
gidi nhu Viét Nam va Campuchia, cho thay su lan rong caa khang thudc. Téc
d6 gia ting nhanh chong & mot s6 khu vuc nhu Gia Lai va Thai Lan 13 dang lo
ngai. Str dung DHA-PPQ lién quan dén su gia tang sé lugng ban sao pfpm2,
lam giam hiéu qua diéu tri. Ngoai ra, su xuat hién cua céac kiéu gen da khang
thudc ciing dugc ghi nhan. Tinh trang nay doi hoi giam sét lién tuc va nghién
ctru sdu hon dé dua ra cac bién phap kiém soat hiéu qua.
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4.1.3. Tan sé dgt bién E415G trén gen pfEXO ¢ ky sinh triing sét rét

Nghién ctru cua ching tdi cho thidy E415G xuat hién voi ti 1é cao khé
cao 76,1%, tai Dak Lak tan suat E415G Ién toi 85,7%. Két qua nay tuong tu
véi két qua nghién ctu cua Huynh Hong Quang va cong su (2019) cho thay
tai tinh Dak Nong ti 1& ky sinh trung st rét mang dot bién E415G chiém
55,6%, tai tinh Dak Lak 12 85,5% [6].

Huynh Hong Quang va cong sy bao céo Vé ti 1é dot bién E415G khang
PPQ tai cac tinh Tay Nguyén Viét Nam. Két qua cho thay ti 1¢ dot bién
E415G khac nhau dang ké giita cac tinh. Cy thé, Pak Nong ¢ ti 1¢ 66,7%
(24/36 mau), Pak Lak co ti I¢ 85,5% (47/55 mau), Gia Lai co ti I¢ 61,5%
(8/13 mau), va Kon Tum c6 ti 1¢ thap nhat véi 30,4% (7/23 mau) [14].

Nghién ciu chi diém khang thudc thuc hién tai mot s6 huyén cua tinh
Pik Lik, bao gom Ea Kar, Ma Prik, két qua cho thiy, trong giai doan 2017 -
2018, tan suat dot bién exonuclease E415G, lién quan dén khang thudc PPQ,
la 85,5% (47/55 mau) [18]. Pén giai doan 2019 - 2020, tan suat ndy ting lén
91,1% (72/79 mau). Su gia tang tan suat cua dot bién E415G qua cac nim cho
thay kha ning khang thubc PPQ dang trd nén phé bién hon trong quan thé P.
falciparum tai khu vuc nghién cau, Krong Nang, Dak Lik [18]

Tuy nhién, két qua nghién ciu cia Nguyén Chinh Phong va cong su
(2019) khong tim thy diém da hinh E415G [116], diéu nay duoc ly giai do
nghién ctru dugc tién hanh tai Ninh Thuan noi ma cach xa khu vuc Tay
Nguyén khi hiéu qua diéu tri véi DHA-PPQ con rat cao, 100% bénh nhan
khong xuat hién ky sinh tring sét rét ngay tha 3 sau diéu tri, nghién cau nay
cling khong tim thdy diém da hinh trén gen pfK13 va bénh nhan tham gia
nghién ciru déu khéng mang nhiéu ban sao gen pfpm2.

Téc gia Ngb Viét Thanh va cong su (2015) ciing bao cdo vé tan sb xuat
hién cao cua dot bién E415G & bénh nhan tai phat sau diéu tri véi 93%
(13/14) mau mang dot bién [6].

B4o c4o cho thdy khang PPQ da xuat hién tai khu vuc bién gigi Trung
Quéc — Myanmar, tuy nhién vé mat di truyén, khdng c6 mau nao mang dot
bién E415G sy nhan ddi gen pfpm2/3, goi ¥ rang cac co ché giam nhay cam
PPQ tai khu vuc ndy khac voi cac co ché dugc mo ta & cac quéc gia khéc
trong khu vuc. Cac dét bién pfK13 chinh tai khu vuc nay (F4461 va G533S)
c6 lién quan dén gia tri AUC, ICsg, Va ICq tang, cho thay kha ning khang
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PPQ c6 thé phét trién trong nén di truyén pfK13 nay. Mic du c6 su xuét hién
cua khang PPQ tai khu vuc bién giéi Trung Qubc - Myanmar, sy khang nay
khong lan rong dang ké va hiéu qua 1am sang caa DHA-PPQ van duy tri tot
tai khu vuc nay [117].

Ngoai c4c khu vuc Campuchia, Viét Nam, hién tai chwa c6 nhiéu béo
c40 V& su xuat hi¢n ctia dot bién E415G tai cic khu vyc khac nhu chau Phi
hay Nam M$[118]. Nghién ctru cia Robert va cong sy cho thdy khong co
mau nao trong sé 77 mau duoc giai trinh ty trén exon 2 mang dot bién
E415G, diéu nay cho thdy dot bién E415G khong xuat hién trong cac mau tir
Senegal trong nghién ctru nay[119]. Két qua ciing twong tu véi nghién ctru tai
Sudan, khong quan sat thdy truong hop dot bién E415G nao trong cac mau P.
falciparum [120]. Tai Mali, chi c6 hai mau tir Dangassa xuat hién dot bién
E415G, d6t bién nay khong dugc tim thiy & Nioro-du-Sahel. Dot bién E415G
da duogc lién két voi su gia ting gia tri ICso ctia PPQ trong cac thi nghiém ex
Vivo voi cac mau ky sinh tring tir Campuchia [16]. Viéc phat hién dot bién
nay & Mali c¢6 thé cho thay sy ton tai cua tinh khang PPQ, tuy nhién, su hién
dién ctia né van con rat hiém trong cac mau nghién ctru tir viing nay[121].

Viéc @6t bién E415G trong gen exonuclease cta P. falciparum chi xuét
hién tai Campuchia va Viét Nam thé hién mot s6 diém dang cha y. Trudc hét,
diéu nay cho théy tinh cuc bo cta dot bién khang thudc, phan anh céc yéu td
moi truong va ap luc chon loc tir viée st dung thude tai hai qudc gia nay.
Ngoai ra, Viét Nam va Campuchia c6 giai doan déu sir dung DHA-PPQ 12
phac dd wu tién trong diéu tri sét rét [122]. Viéc st dung rong rai DHA-PPQ
trong nhiéu nam di tao ra ap luc chon loc manh me, dan dén su phat trién va
duy tri cua cac dot bién khang thudc, bao gém dot bién E415G trong gen
exonuclease cua P. falciparum. Su xuit hién cua dot bién nay chu yéu tai
Campuchia va Viét Nam khong chi phan anh tinh trang khang thudc tai hai
qudc gia ndy ma con 1a dau hiéu canh bao vé kha ning lan truyén ciia khang
thudc néu khong co6 bién phap kiém soat hiéu qua.

4.1.4. Tdn sé kiéu gen phatc ¢ ky sinh tring sét rét

Két qua cho thay céc kiéu gen phuc xuat hién véi tan sb khé cao, tan s6
ky sinh tring sét rét mang kiéu gen C580Y/pfpm2 hay la ky sinh tring sét rét
mang dang dot bién két hop giita C580Y va sy nhan d6i pfpm2 1a 45,5%. Béo
c4o tac gia Huynh Héng Quang va cong su vé chi diém phan tr khang thude
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tai viing sbt rét lwu hanh tinh Dak Lik duoc tién hanh tai cac x4 Ea Dah, Dlie
Ya, Ea Puk thudc huyén Krong Ning, tinh Dak Lak, tir thang 4 ndm 2019 dén
thang 3 nam 2021 [89]. Trong s 50 mau phan tich, 72% s6 mau ciing xuat
hién ca hai chi diém pfK13va pfpm2. Tac gia cho rang mtc d6 khang thudc
cao, da khang thudc xuat hién trong quan thé P. falciparum ¢ khu vuc nghién
cau [89].

Tai Tay Nguyén, dong ky sinh trung mang C580Y va pfpm2 duoc phat
hién véi ti 1¢ cao tai cac tinh Pak Nong, Pak Lik va Gia Lai, trong khi Kon
Tum ¢ ti & thap hon. Cu thé, tai Bak Néng, ti 1& nay 1a 27,8%, tai Pak Lak l1a
16, 4%, tai Gia Lai la 23,1%, va tai Kon Tum la 4,3% [14].

Su két hop gitra dot bién pfK13 C580Y va su nhan doi pfpm2/3 di tao
ra mot dong ky sinh trung da khang thuéc manh mé, goi la "C580Y-co-
lineage" [83] hodc “KEL1/PLA1”[87, 103]. Dong ky sinh trung nay da lan
truyén tir Campuchia sang cac nudc lang giéng nhu Viét Nam va Thai Lan,
diéu nay gay ra su lay lan rat nhanh chéng sy da khang thubc trén khap
Campuchia vé phia Tay Viét Nam, dan dén suy giam hiéu qua diéu tri cua
DHA-PPQ tai cac quoc gia nay [5, 83, 87].

Hamilton va cong su ¢6 bao cdo vé dong ky sinh trung da khang thudc
KEL1/PLA1 [87]. Tac gia cho rang ciing cho rang KEL1/PLA1 cua ky sinh
trung P. falciparum, c6 ngudn gdc tir mién Tay Campuchia, 1a2 mét trong
nhitng dong ky sinh tring da khang thudc noi bat nhat tai khu vuc Pong Nam
A. Dong KEL1/PLA1 lan dau tién dugc phat hién trong cidc mau tur
Campuchia, sau d6 lan rong ra cac nudc lang giéng bao gom Lao, Thai Lan va
Viét Nam [87, 103]. Trude ndm 2009, dong KEL1/PLA1 chi hién dién & mién
Tay Campuchia, nhung dén nim 2016-2017, n6 di chiém hon 50% tong so
mau ky sinh tring ¢ tat ca cac qudc gia khao sét, ngoai trir Lao, dac biét, &
mién Pong Bac Thai Lan va Viét Nam, dong niy da chiém hon 80% tong sb
mau [87]. Tac gia cho rang su lan rong nhanh chéng caa KEL1/PLA1 duoc
thuc day boi kha ning khang ca artemisinin va PPQ, lam ting ti 1& that bai
diéu tri va gop phan lam gia tang sy lay truyén caa ky sinh tring khang thudc
trong khu vuc [40, 87].

Imwong va cac dong nghiép goi dong nay la dong PfPailin, goi y rang
dong nay ddng nhit tuong tu nhu mot chang virus hoac vi khuan [7, 82]. Tuy
nhién, ky sinh tring sét rét trai qua tai t6 hop sinh duc trong mdi chu ky
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truyén, do d6, cach goi nay c6 thé gay hiéu nham. Di liéu cho thay dong
KEL1 cua khang artemisinin dugc mang bai cac ky sinh triing c6 nén tang di
truyén da dang va mac du cac ky sinh tring ctua dong két hop KEL1/PLAL c6
murc d6 chung to tién cao, chung khong ddng nhat vé mat di truyén. D liéu
cho thay ky sinh tring trong dong KEL1 di xuat hién ¢ tan suat thap ¢ phia
tdy Campuchia tir nam 2007. Lac d6, chung xuit hién cung cac khuéch dai
pfmdrl, lién quan dén khang mefloquine va khdng mang cac khuéch dai
pfpm2/3 [82, 103].

Dong két hop KEL1/PLAL lan dau tién dugc quan sat thdy vao nim
2008, cung nim ma DHA — PPQ duoc gidi thiéu nhu 1a thude diéu tri sét rét
hang dau & phia tdy Campuchia. Tuy nhién, PPQ da duoc sir dung rong rai ¢
phia tay Campuchia, nhu mét li€u phap don vao nhitng nam 1990 va sau d6
két hop véi artemisinin vao cudi nhitng nam 2000. Trong cac tinh 1an can, cac
khuéch dai pfpm2/3 da luu hanh & tan suét thip vao nim 2002-2003, nhung
d3 ting 1én vao nam 2008. Vi vay, mac di khéng tim thdy cac khuéch dai
pfom2/ 3 trong dit liéu nay vao nam 2007, co thé PLA1 d3 ton tai trude do o
tan suat thap, doc lap voi KEL1 [103]. Trong khoang thoi gian va dia diém
khao sat ¢ day, PLA1 chu yéu lién két véi KEL1, nhung nd cling duoc thay &
Ky sinh trung thudc haplogroup KEL2 va & nhitng ky sinh trung khong c6 dot
bién pfK13.

Truéc khi xuat hién khang DHA-PPQ, tan suat cua cac ky sinh tring
khang artemisinin ¢ phia tdy Campuchia da rat cao, nhung chiung bao gom
nhiéu do6t bién pfK13 khac nhau tir nhiéu ngudn gdc dich t& hoc khac nhau,
mdi ngudn gdc cé xu huéng duy tri kha cuc bo [103]. Sau khi dong két hop
KEL1/PLAL xuit hién vao nam 2008, no di lan rong va nhanh chéng trén
toan khu vuc phia tdy Campuchia, dat tin suat hon 60% trong quan thé ky
sinh tring [103]. Dit liéu cho thay dong két hop KEL1/PLA1 di xuat hién ¢
phia bac Campuchia vao nim 2012, ¢6 thé do su lan truyén cua cac ky sinh
triing tir phia tdy Campuchia. Theo Imwong va cac ddng nghiép sir dung khac
véi nhitng phuong phap trong nghién ctru nay, duong nhu di liéu cua ho cho
thay cac ky sinh tring khang DHA-PPQ xuét hién & dong bac Thai Lan va
Lao vao nam 2014-2015, va ¢ Viét Nam vao nam 2016, twong trng vai dong
két hop KEL1/PLA1 [7, 82].
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Dong KEL1 ban dau lién két véi cac khuéch dai pfmdrl 12 ddu hiéu cua
khang mefloquine, nhung sy lién két nay da giam dan theo thoi gian, va cac
mau KEL1/PLA1 gan day nhat trong bo dir liéu ndy khéng mang khuéch dai
pfmdrl [103]. Do d6, hién tai, cac ky sinh trung khang DHA-PPQ van nhay
cam véi mefloquine, va AS-MQ hién dang duoc st dung thanh cong nhu liéu
phap chéng st rét hang dau ¢ Campuchia [82, 103]. Bang chimg ciing cho
thay rang céac ky sinh tring khang DHA-PPQ ciing dap ung voi AS-PY, mot
licu phép két hop artemisinin méi [103].

Nhu vay, ky sinh trung khang artemisinin trong dong KEL1 c6 nén
tang di truyén da dang nhung khong ddng nhat vé mat di truyén, cho thay su
tai to hop di truyén qua cac chu ky truyén bénh [103]. Trong khi d6 dong
PLA1 lién quan dén khang PPQ c6 thé xuat hién doc lap va ciing dugc tim
thdy trong cac ky sinh trung khac khong co dot bién pfk13 [103]. Cac dic
diém di truyén caa dong két hop KEL1/PLAL phil hop véi cac bao céo vé ky
sinh trung khang DHA —PPQ ¢ Thaéi Lan, Lao va Viét Nam [7, 82].

4.2. Két qua diéu tri soét rét Dihydroartemisinin-Piperaquine ddi véi
bénh nhan sét rét khong bién chirng do P. falciparum

Nghién ciu cua ching toi danh gia hiéu luc diéu tri cua phac d6 DHA-
PPQ & bénh nhan sbt rét khong bién ching do P. falciparum théng qua danh
gia hd so bénh an cua bénh nhan tham gia thtr nghiém TES.

Pau tién, két qua sau 3 ngay diéu tri cho thay 100% bénh nhan cat sét,
nhu vady DHA-PPQ van dam bao hiéu qua cat triéu chang 1am sang cua bénh.

Ngoai ra, hiéu luc diéu tri cia DHA-PPQ con thé hién thong qua viéc
loai bo KST sau 3 ngay diéu tri. Nhin chung, viéc xac dinh thoi gian 1am sach
ky sinh tring dugc do bang ti 1& ky sinh triing vao ngay thir 3 (Iy tuéng 12 sau
72 gio ké tir khi bat dau diéu tri) hién duoc coi 1a mot chi sb thay thé dé xac
dinh cac diém noéng nghi ngd cd su khang thubc artemisinin cua P.
falciparum. [12]. Két qua theo ddi mat do Ky sinh tring sot rét sau 3 ngay s
dung phac d6 cua ching t6i cho thdy mat do ky sinh tring sét rét c6 xu
hudng giam nhanh, tuy nhién sau 3 ngay thi ti I¢ duwong tinh con kha cao, cu
thé ti 1é duong tinh chung cho ca hai dia diém 1a 21,7% (Binh Phudc: 22,7%
va Pak Nong: 18,8%). Mot ty Ié cao (trén 10%) bénh nhan con duong tinh
KST vao ngay D3 thé hién viéc giam hiéu luc cia DHA-PPQ trong viéc loai
bé KST sbt rét.
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Két qua nghién ctu ciia chling toi twong dong ddi véi cac bao cdo trudc
do6 cua tac gia Bui Quang Phuc tai cac khu vuc lan can vai ti 1€ duong tinh véi
ky sinh tring sét rét sau 3 ngay st dung thudc tai Bak Lik 1a 22,6% va 37,3%
tai Gia Lai. Tac gia Huynh Hong Quang va cong su (2021) nghién cau tai
huyén Krong Nang, tinh Pak Lak, su ton tai ky sinh tring sét rét sau 3 ngay
diéu tri bang liéu phap DHA - PPQ duoc ghi nhan véi ti 1 cao, cu thé 1a
37,0% (95%CI 23,2-52,5) [89].

Két hop phan tich chi thi phan tir khang artemisinin cho thay trén 100
% bénh duong tinh voi KST vao D3 xuét hién dot bién pfk13 tai Binh Phudc
va Pak Nong. Vé6i dinh nghia bd sung cap nhat caa WHO vé khang
artemisnin 2018 c6 thé thay 2 dia diém nghién ctu déu 1a ving xac dinh
khang voi artemisinin [67]. Picu nay dit ra van dé cap thiét vé ting cuong
chuong trinh giam sat nham phét hién som cac truong hop khong dap tng
diéu tri, @éng thoi tich cuc chu dong kiém soat dé tranh lan truyén khang
thudc sang khu vuc 1an can.

Dot bién trén gen pfK13 1a mot trong nhitg dot bién chinh lién quan
dén tinh trang khang artemisinin caa ky sinh tring sét rét. Su xuat hién cua
dot bién nay lam giam kha ning tiéu diét ky sinh tring cua cac liéu phap diéu
tri dya trén artemisinin, bao gém ca DHA-PPQ. Sy hién dién cua ky sinh
trung vao ngay D3 sau liéu trinh diéu tri bang DHA-PPQ 1a mét biéu hién rd
rang cho thay su suy giam hiéu qua diéu tri, vi theo phac do chuan, ky sinh
tring 18 ra phai duoc loai bé hoan toan sau khi hoan tat liéu trinh. Nghién ctu
Cla toi da chi ra ring tai Binh Phuéc va Dak Nong (Viét Nam), 100% cac
truong hop bénh nhan dwong tinh véi ky sinh tring vao ngay D3 déu mang
dot bién C580Y trén gen pfK13. Biéu ndy chang té su hién dién cua dot bién
pfK13 hay tinh trang khang artemisinin nay da lam giam hiéu qua cia DHA-
PPQ trong viéc tiéu diét ky sinh tring, khién cho liéu phap diéu tri nay khong
con kha ning kiém soat tét bénh sbt rét nhu trude day.

Trong trudng hop khang artemisinin xuat hién, tuy nhién hiéu qua phac
d6 diéu tri van co su duy tri dudi su hd trg cua thude phdi hop trong phac do.
Nhin chung, PPQ c6 thoi gian ban thai tuong dbi dai (18n téi 42 ngay sau diéu
tri), thoi gian béan thai dai nay c6 loi thé trong viéc duy tri ndng do thudc trong
méau ¢ mirc diéu tri trong mot thoi gian dai sau khi dung thudce, gitp tiéu diét
cac ky sinh trung sét rét con sot lai va ngin ngura tai phat bénh.
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Nhu vay, khang thuéc DHA-PPQ cua P. falciparum I tinh trang khi ky
sinh trung khéng bi tiéu diét hoan toan hoic mat kha ning bi tc ché bai su két
hop cua hai thudc nay. Diéu nay thuong lién quan dén sy phat trién cac dot
bién di truyén trong Ky sinh trung, nhu cic dot bién lién quan dén khéang
artemisinin. Tuy nhién, mot hién tuong khac cling can dugc luu ¥ 13 tang sic
chiu dung cua P. falciparum dbi véi DHA-PPQ, tuc 1a Ky sinh tring c6 thé
séng st hodac giam do6 nhay cam véi thuéc ma khdng can co dot bién di
truyén rd rang. Tang stc chiu dung nay cd thé dan dén viéc bénh nhan van co
mat do ky sinh tring cao vao ngay tht 3 sau khi diéu tri, mic du khong phét
hién cac dot bién gen cu thé. Céc yéu té c6 thé giai thich tinh trang nay bao
gom viéc thubc khong dua liéu hoic thoi gian tiép xuc khong du dai dé tiéu
diét ky sinh tring hoan toan, hoic su thay doi sinh ly caa ky sinh tring khién
ching cd kha nang séng sot tét hon véi thude. Biéu ndy cho thiy rang su ting
stc chiu dung cua P. falciparum d6i véi DHA-PPQ c6 thé xay ra ma khéng
can phai co su thay doi rd rét vé gen, va hién tuong nay can duogc theo doi va
nghién ctu thém dé cai thién hiéu qua diéu tri va ngan chan su lan rong cua
tinh trang nay.

Két qua nghién ctu ctia chdng t6i c6 12 ca tai phét bénh, twong duong
ti 1¢ tai phat tich luy 1én tai 22,6 % (95%CI 12,7-36,5%) va su khac biét gita
cac dia diém nghién ctru khong c6 ¥ nghia thong ké véi p>0,05. Phan tich chi
thi phan ti cho thay 47,1% KST mang chi thi pfpm2 va 81,3% KST mang chi
thi E415G khang PPQ. Két qua diéu tri thanh cong véi phac d6 1a 60,4%, ti 1¢
diéu tri that bai tai Binh Phudc 12 44,7%, tai Bak Nong 1a 26,7%. Nhitng két
qua nay cing nhiéu bao céo trude dé cung cd vé su suy giam hiéu qua diéu tri
cia DHA-PPQ véi sét rét khdng bién chitng do P. falciparum tai Viét Nam,
sy giam hiéu qua diéu tri tai cac dia diém nghién ciru xuat phét tir tinh trang
khang ca hai thanh phan trong phac db diéu trj hién hanh tai 2 khu vuc nay.

Céc nghién cau TES vé thuéc DHA-PPQ trong giai doan 2010-2014
cho thay hiéu qua diéu tri van duy tri & mac trén 95%, du ty 18 ky sinh tring
tén tai vao ngay D3 di tang 1én dén 36%. Tuy nhién, vao nim 2015, mot
nghién ctu tai Binh Phuéc cho thay ty Ié that bai diéu tri dat 10% sau khi sir
dung DHA-PPQ, va WHO d3 xac nhin su xuat hién tinh trang khang thubc
PPQ. Pén niam 2016, tinh trang that bai khi diéu tri bang DHA-PPQ tiép tuc
duoc ghi nhan tai Bak Néng. Gan day, cac nghién ciru cho thay tinh trang that
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bai diéu tri muén va xuét hién cac dot bién lién quan dén khéng thuédc
artemisinin va PPQ & nhitng khu vuc 1an can, phan anh rd rét dau hiéu khéang
thudc. Trong giai doan 2016-2017, ty ¢ that bai diéu tri muon tai Dak Néng
va Binh Phudc dao dong tir 27% dén 56%. Ngoai ra, cac nghién ctu tai cac
huyén Krong Pa (Gia Lai), Krong Ning va Ea Kar (Pak Lak) ciing ghi nhan
ty 1¢ cao cac dau hiéu khang artemisinin va PPQ. Nghién ctru TES nam 2019
cho thay ty I that bai diéu tri mudn la 34% va 68% tai Gia Lai va Dak Lak,
twong ung [88].

Dua trén mot s6 nghién cau tién hanh tai khu vuc mién Trung-Tay
Nguyén, cu thé 12 nghién ctru danh gia hiéu qua caa thusc DHA-PPQ d6i V4i
P. falciparum tai huyén Cu Jut, tinh Bak Nong, cho thay ty 1& dap ung 1am
sang va loai bo ky sinh tring dat 100%, ching to hiéu lyc cua thubce 1a rat cao.
Tuy nhién, khi danh gia sau 12 gio ké tir thoi diém s dung DHA-PPQ, ty I¢
ky sinh tring P. falciparum con tn tai van dugc ghi nhan. Cu thé, vao ngay
D3, ty I& ky sinh tring ton tai 13 15,5%, sau d6 giam xuéng con 7,04% vao
ngay D3 sau diéu tri. Diéu nay chi ra rang, mic du da diéu tri, ky sinh tring
van c6 kha nang ton tai, 1am day Ién nghi ngo vé tinh trang khang thudc tai
khu vuc nay[88].

Céac nghién ctu tai cac diém ¢ Gia Lai cho thay tinh trang dap ung
tuong tu nhu tai Binh Phudc va Dak Néng. Mic du khu vuc nay khong giép
bién gigi va khong co su giao luu voi Campuchia, nhung van xuat hién dau
hiéu giam hiéu qua 1am sang véi ty 18 KST ngay D3 c¢6 xu hudng ting dan.
Trong giai doan 2007-2008, ty 1€ dap tng lam sang va tiéu diét KST dat
100%, khdng ghi nhan KST ton tai vao ngay D3. Tuy nhién, dén nam 2010,
tai Xx& Pha Thién (tinh Gia Lai), ty 1€ dap ang 1dm sang va tiéu diét KST chi
con 94,8%, trong khi ty 18 ton tai KST ngay D3 tiang 1én 11,7%. Nam 2010,
34 ca tai diém Kon Chro cho thay ty 1é dap ung 1am sang va tiéu diét KST 1a
100% vao ngay D3, nhung ty Ié ton tai vao ngay D3 di ting 1én 3%. Dic biét,
tai huyén Krong Pa, ty 1& dap ung 1am sang giam dan va ty Ié tén tai KST
ngay D3 lan luot 12 23%, 26,4%, 44,2% va 29,4% [88].

Ngoai ra, mot sé nghién ctiru khac tai khu vuc ven bién mién Trung nhu
huyén Nam Tra My, Quang Nam, vai 89 ca nhiém P. falciparum, cho thay ty
1& dap wng 1am sang va tiéu diét KST dat 97,7%, nhung ty 1& KST tdn tai vao
ngay D3 van 1én dén 29,2%. Nghién ctu tai huyén Khanh Vinh, Khanh Hoa,



109

tir ndm 2011 trén 30 ca ghi nhan ty & dap Gng 1am sang va KST day du la
100% va khong c6 KST ton tai vao ngay D3. Tuy nhién, nim 2014, mot
nghién ctu trén 46 ca cho thay ty 18 dap ung 1am sang va tiéu diét KST chi
con dat 100% va ty 1& KST ton tai vao ngay D3 1a 17,4%. Bén nim 2016,
nghién ciu trén 29 ca cho thay ty & dap ang 1am sang va tiéu diét KST Ia
96,5%, va ty 16 KST tdn tai vao ngay D3 12 6,8% [88].

Song song vai thir nghiém TES danh gia hiéu qua, nghién ctru phan tu
khang thudc cho thay cac mau tai Krong Nang, Dik Lak déu c6 100% mang
dot bién C580Y, biéu hién kha ning khang artemisinin rd rét. DSi voi ban sao
pfpm2/3 72% mau mang dot bién nay phl hop véi chi diém khang PPQ, con
lai 28% s6 mau khong khang ca hai loai thuéc trén [89].

Cac sb liéu tir tinh Quang Tri chi ra rang mot s6 mau c6 KST khong
mang ban sao caa pfpm2/3 nhung van cé dot bién pfk13 hoic hoic gia ting
ban sao gen pfpm2/3 cung dot bién khong mang tinh khang V5201. Nhiing
truong hop nay dwoc ghi nhan tai khu vuc Tay Nguyén va cho thdy sy da
dang vé kiéu gen, mic du ching khéng mang tinh chat khang thudc ré rang
khi diéu tri bang phac do phdi hop DHA va PPQ [89]. Khu vuc Tuy Puc, Dak
Nong, tiép giap véi Binh Phude va Campuchia, 12 noi co ty 1& dot bién C580Y
cao, tuong ddng véi cac khu vuc bién gigi khac ¢ sy luu hanh cua khéng
artemisinin. Dot bién C580Y khai ngudn tir Pailin (Campuchia), sau d6 lan
rong dén Champasack (Lao) va tiép tuc dén cac khu vyc bién gioi cua Viét
Nam, bao gém Binh Phuéc, Pak Nong va céc tinh 1an can. Bén canh do, cac
dot bién nhu P574L hodc V5201 ciing xuat hién nhung véi tan suat thap hon.
Tinh trang khang DHA-PPQ cha yéu lién quan dén dot bién pfK13 va su gia
tang ban sao pfpm2 tai khu vuc mién Trung va Tay Nguyén, va tiép tuc lan
rong ra bién gigi Campuchia [89]. Tai cac tinh nhu Quang Nam, Pak L3k, va
Thira Thién Hué, ty 1é dot bién C580Y di ghi nhan & 50% s6 mau co biéu
hién khang DHA-PPQ va KST ¢6 su gia ting ban sao pfpm2 Diéu nay phan
anh sy gia tang cia khang thudc trong khu vire va xu hudéng lan rong dén cac
tinh phia Nam Viét Nam [89].

Theo nghién ctu cua Ta Thi Tinh (2017), so sanh phac db diéu tri sét
rét khéng bién chuang do P. falciparum gitta DHA-PPQ va AS-PY cho thay ca
hai déu c6 kha ning 1am sach KST thé vo tinh véi thoi gian cat KST trung
binh lan luot 12 56 gio va 60 gio (p = 0,20). Tai thoi diém 108 gio sau diéu tri,
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ca hai phac d6 déu dat hiéu qua lam mau sach KST hoan toan. Mac du tai thoi
diém 24 gio, phac @6 DHA-PPQ ¢ ty Ié giam KST cao hon so vdi AS-PY (p
= 0,02), nhung su khac biét nay khong duy tri ¢ cac thoi diém 48 gio va 72
gio, khi ca hai phac do cho két qua trong dwong nhau [123].

Ty 18 bénh nhan con duong tinh véi KST vao ngay D3 cua phac do
DHA-PPQ 14 21%, cao hon mdt chiit so véi phac dd AS-PY (18,6%), tuy
nhién sy khéc biét nay khong co y nghia théng ké (p > 0,05). Vé ty I¢é chita
khoi, phac dd6 AS-PY cho thay hiéu qua vuot troi hon véi ty & dat 97,9%,
trong khi phac d6 DHA-PPQ chi dat 78,7% (p = 0,048). Ngoai ra, s6 luong
bénh nhan tai phat sau diéu tri voi phac do AS-PY it hon (duéi 5 trudng hop)
S0 V&i phac d6 DHA-PPQ (11 trudng hop tai phat). Két qua nay chi ra rang
phac do AS-PY c6 kha ning kiém soat tai phat va ngian ngura tai nhiém KST
t6t hon so véi phac d6 DHA-PPQ. Pic biét, ty 18 tai phat sau 3 ngay diéu tri
lien tiép cua AS-PY thap hon dang ké, cho thiy phac dd nay c6 kha ning
ngin ngira nguodn bénh tai phét hiéu qua hon. O ngay D3 va D7 sau diéu tri, ty
& tai phat cua phac d6 AS-PY thap hon 5,6 1an so véi DHA-PPQ (p < 0,05)
[123]. Nhu vay, AS-PY duoc chiing minh 1a mot phac db diéu tri hiéu qua
hon trong viéc kidm soat tai phat KST so véi DHA-PPQ tai thoi diém danh
gia. Tuy nhién do DHA-PPQ di duoc st dung trong diéu tri sét rét khdng
bién chung do P. falciparum tai Viét Nam trong mot thoi gian dai dan téi su
hinh thanh cac ching KST khang artemisinin, PPQ va két qua giam hiéu qua
diéu tri s6t rét so véi phac do khac.

Theo huéng din cia WHO, ngudng ti 18 that bai diéu tri trong diéu tri
s6t rét duoc dit ra nhu mot chi sé quan trong trong viéc danh gia va quyét
dinh chinh sach diéu tri [12]. Cu thé, WHO khuyén nghi rang néu ti 1¢ that bai
diéu tri sbt rét vuot qua 10% trong mot nghién ciu tuan thi theo protocol cua
WHO thi huéng dan diéu tri quc gia nén dugc xem xét dé thay doi [26].
Thém vao d6, ngay ca khi ti 1& that bai diéu tri duéi 10% nhung néu c6 su
tang dot bién rd rang trong ti ¢ that bai, viéc thay ddi chinh sach diéu tri ciing
nén duoc can nhic [26]. Ngoai ra, cac thude diéu tri st rét dugc chon lya nén
c6 ti 1é chita bénh vé mat ky sinh tring hoc 16n hon 95% dé ¢am bao hiéu qua
diéu tri cao. Nhiing nguyén tic nay giup dam bao rang liéu phap diéu trj sot
rét duoc cap nhat lién tuc dé phan anh tinh hinh khang thuéc hién tai, nham
cung cap diéu tri hiéu qua va an toan nhat cho bénh nhan. Nhin chung véi du
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licu vé khang thudc va hiéu qua diéu tri trén déu cho thay su thay thé phac d6
diéu tri sét rét P. falciparum nén duoc xem xét.

Trong khi d¢6, DHA-PPQ di chiing té ¢6 hiéu qua gan nhu hoan hao
trong cac thur nghiém lam sang dugc thuc hién ¢ chau Phi [47, 115]. Tai Chau
Phi, két qua cho thay DHA-PPQ ¢ ti I¢ chita khoi cao nhat trong cac phac d6
ACT, dat 99,8% vao ngay 28 va 99,6% vao ngay 42 [46]. So Véi cac phac dd
khac nhu AL va AS-AQ. Phac d6 DHA-PPQ vuot troi vé ti & thanh cong voi
AL dat 96,8% va AS-AQ dat 96,3% vao ngay 28. Ngoai ra, DHA-PPQ ciing
c6 ti 1& phan @ng phu thap nhat, chi 1,8% so voi 6,9% ddi voi AL va 4,4% doi
véi AS-AQ [46].

Nghién ctru giai doan 2011 - 2016 da thu nhan 4.710 bénh nhéan, trong
d6 1.282 bénh nhan thugc nhom DHA-PPQ va 3.428 bénh nhan thugc nhom
diéu tri ddi chang tai 7 quéc gia chau Phi (nhu Burkina Faso, Guinea, Mali)
tap trung vao dbi twong nhidm KST P. falciparum véi mat do tir O -
200.000/pL mau. Céac bénh nhan duoc phan ngau nhién vao nhom su dung
phac @6 DHA-PPQ hoic cac phac do so sanh khac nhu AS-AM, AL. Tat ca
cac phac do déu cho thay hiéu qua tuong duong nhau trong viéc giam triéu
chung sbt trong 3 ngay dau, vai ty 1é bénh nhan khoi bénh duoc danh gia vao
cac thoi diém DO, D1, D2, D3, D7, D14, D21, D28 va D42 [124]. Ngoai ra, ty
16 diéu tri AS-AM (95,9%), khdng c6 su khac biét dang ké (p > 0,05). Tuy
nhién, ty 1¢ tai phat sau diéu tri cia DHA-PPQ thap hon rd rét so vai AL vao
thoi diém D42 va D28. Ngoai ra, ty Ié am tinh voi KST khi danh gia bang
phuong phap PCR cua DHA-PPQ dat 99,5% so véi 81,6% cua AL [124].

Nhitng két qua nay khang dinh rang DHA-PPQ la mét lua chon téi vu
trong diéu tri sét rét khong bién ching tai Chau Phi, véi hiéu qua diéu tri vuot
troi va kha ning dung nap tét, gop phan duy tri hiéu qua diéu tri va phong
ngtra sy phét trién cua khang thudc sot rét [124].

Ngoai ra, ké tir nam 2017, Sudan da cap nhat chinh sach diéu tri sot
rét, ngoai AL lam phac d6 diéu tri hang dau va DHA-PPQ 1am phéc d6 diéu
tri thir hai, phac d6 DHA-PPQ ciing cho thay hiéu qua rat cao véi ti 1& thanh
cong diéu tri dat 99,1% (95%Cl: 97,5-100%) [47].

Nghién ctu cta ching toi da chi ra su twong dong voi cac bao céo
truéc d6, cho thay hiéu luyc diéu tri cia DHA-PPQ dang giam dan theo thoi
gian. Bén canh do, ty 1& bénh nhan van con dwong tinh véi ky sinh tring sét
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rét vao ngay thr 3 sau diéu tri cling co6 xu hudéng gia ting. Két qua phan tich
chi thi phan tir d3 cing cb thém bing chiing vé tinh trang khang artemisinin
va PPQ tai khu vuc nghién ctu, cho thdy kha nang khang thudc dang lan rong
tai Viét Nam.

Sy suy giam hiéu qua diéu tri caa DHA-PPQ 14 hé qua tryuc tiép cua
tinh trang khang thudc. Diéu ndy nhan manh tim quan trong cua viéc theo doi
st sao tinh trang khang thudc thdng qua nhitng bién doi di truyén va danh gia
su thay d6i trong kha nang tac dong cua cac loai thubc nhu artemisinin va
PPQ. Nhitng dir liéu nay dong vai trd quan trong trong viéc dinh hudng va
dua ra cac quyét dinh quan 1y diéu tri sét rét, dic biét trong béi canh khang
thudc dang trd thanh mot thach thic nghiém trong.

Nghién cau nay gitp cac nha khoa hoc va quan Iy y té c6 co so dé
danh gia lai hiéu qua cua phac d6 diéu tri hién tai va xac dinh xem c6 can thay
d6i hodc diéu chinh liéu trinh diéu tri nham d6i phd hiéu qua véi tinh trang
khang thubc hay khéng. Viéc nim rd sy thay doi trong tinh khang thudc sé 1a
chia khoa dé duy tri hiéu qua diéu tri va kiém soat sét rét bén viing trong
tuong lai
4.3. Phan tich mot sé yéu té lién quan téi hiéu qua cia DHA — PPQ trong
diéu tri sot rét khong bién chirng do P. falciparum

Nghién ctu cua ching t6i cho thay cac yéu té nhan trac (tudi, thé trang,
dia diém nghién cau) khong anh huong toi hiéu qua diéu tri cia DHA-PPQ.

Khi phan tich mot s dic diém vé gen trén nhém bénh nhan duong tinh
KST cho thay tit ca cac bénh nhan dwong tinh véi ky sinh triing vao ngay thu
ba sau diéu tri déu mang dot bién C580Y trén gen pfK13. Piéu nay cho thiy
rang su Xuat hién cua dot bién C580Y trén gen pfk13 da lam giam kha nang
tiéu diét ky sinh trung caia DHA-PPQ.

Ngoai ra, khi phan tich dic diém bién doi di truyén trén nhdém bénh
nhan that bai diéu tri cho thdy nhém bénh nhan mang ky sinh triing sét rét dot
bién C580Y trén gen pfK13 c6 ti 1¢ diéu trj that bai cao hon (51,2%) so véi
nhom bénh nhan khong mang dot bién pfK13. Ty I& nay 1a 55% & nhém bénh
nhan mang Ky sinh trung >1 ban sao gen pfpm2 so vé&i nhdm c6 1 ban sao
(41,7%). Tuong tw, nhém bénh nhan c6 KST mang do6t bién E415G cd ti I¢
diéu tri that bai cao hon (41,9%) so v&i nhom kiéu dai (25%).
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Cac chi s trén cho thiy rang bénh nhan mang KST c6 cac dot bién
pfK13 C580Y, E415G hoic nhiéu ban sao pfpm2 déu c6 xu huéng thit bai
diéu tri cao hon so v4i bénh nhan khong mang cac dot bién nay. Su suy giam
hiéu qua diéu tri caa DHA-PPQ lién quan t&i su bién doi di truyén trén cac
gen khang thudc khi st dung mé hinh hdi quy phan tich, cu thé nhu sau:

Két qua phan tich sau khi hiéu chinh bing cac dic diém nhan tric cho
thay nhom bénh nhan mang Ky sinh tring sét rét chtra dot bién sb lwong ban
sao gen pfpm2 va C580Y trén pfK13 c6 méi lién quan vai tinh trang diéu tri
that bai, cu thé, sau hiéu chinh cho thiy OR ting 1én t6i 7,78 lan, su khéc biét
c6 ¥ nghia thong ké véi p<0,05. Nhém bénh nhan mang ky sinh triing sot rét
chua dot bién sé luong ban sao gen pfpm2>1 ban sao va E415G trén pfEXO
c6 mbi lién quan véi tinh trang diéu tri that bai, cu thé, sau hiéu chinh cho
thay OR tang 1én t6i 8,12 lan, su khac biét co y nghia théng ké véi p<0,05.
Nhém bénh nhan mang Ky sinh triing sot rét chaa 3 dot bién trén gen pfpm2,
pfEXO, pfK13 c6 mdi lién quan véi tinh trang diéu tri that bai, cu thé, sau hiéu
chinh cho thay OR tang lén ti 7,71 l1an, su khac biét co ¥ nghia thong ké véi
p<0,05.

Trong nghién cuau hién dai, phuong phap BMA la mot cong cu hi¢u qua
trong tién doan hiéu qua diéu tri va danh gia nguy co thét bai diéu tri sét rét
dwa trén cac bién ddi di truyén & cac gen nhu pfK13, pfpm2, va pfEXO. Pay 1a
cac gen c6 lién quan dén kha nang khang artemisinin va cac dan xuat cua no,
nhitng loai thubc chinh trong diéu tri sét rét hién nay. Viéc sit dung BMA
trong linh vuc ndy gidp xi ly bat dinh vé md hinh, vi su khang thubc thuong
lién quan dén nhiéu yéu té di truyén va cach két hop cua ching. Mot md hinh
BMA c6 thé duoc sir dung dé tich hop dir liéu di truyén tir cac bién doi trén
pfK13, pfom2, va pfEXO véi cac yéu té khac nhu dap tng 1am sang va dac
diém thé trang caa bénh nhan. Thay vi dya vao mét md hinh duy nhat dé dy
doan hiéu qua diéu tri, BMA két hop tat ca ca&c md hinh tiém ning bang céach
tinh toan trong s6 dua trén xac suat hau nghiém cua tirmg mo hinh. Piéu nay
gitip xac dinh mic do dong gop cua ting bién doi gen hoic to hop gen vao
kha niang khang thubc va hiéu qua diéu tri.

Dua trén phan tich cac chi sé danh gia (R2 BIC, va xac suat hau dinh)
tir bang 3.34, m6 hinh 1 dugc lya chon 1a mé hinh tét nhat dé du doan thét bai
diéu tri sét rét. Md hinh nay chi sir dung gen pfk13 C580Y vai hé s 1a 0,58,
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cho thay vai tro quan trong caa yéu té nay trong viéc giai thich nguy co khang
thudc artemisinin. M6 hinh 1 c6 BIC thap nhit (-2,7), xac suat hau dinh cao
nhat (39,2%), va R dat 0,18, du dé cung cap du doan dang tin cay véi cau
tric don gian. Mo hinh 1, dugc dénh gia 1a tot nhat trong viéc dy doan thét bai
diéu tri s6t rét, mang y nghia quan trong trong cdng tac phong chdong bénh,
dic biét trong béi canh gia ting khang thudc. Vi viéc chi sir dung gen pfk13
C580Y, m6 hinh nay don gian, d& trién khai, nhung van cung cip thong tin
quan trong vé nguy co khang artemisinin — loai thuéc chu chét trong liéu phéap
phdi hop diéu tri sot rét. Nho kha nang du doan hiéu qua diéu tri dang tin cay,
moé hinh hd tro cac co quan y té trong viéc phat hién sém cac khu vuc xuat
hién khang thuéc, tir ¢ kiém soét su lan rong cua tinh trang nay. Bong thoi,
tinh don gian cuia mé hinh gilp t6i wu hoa nguon luc, giam chi phi xét
nghiém, va ting kha ning tiép can tai cac ving luu hanh sot rét co didu kién
han ché. Ngoai ra, m6 hinh ciing cung cap dit liéu quan trong dé hd tro hoach
dinh chién lugc diéu tri, cho phép diéu chinh kip thai liéu phap phi hop khi ty
I& dot bién pfK13 tang cao. Tuy nhién, md hinh ndy chua bao gdm cac yéu t6
b6 sung nhu pfpm2 hoic pfEXO, von dong vai tro trong cac trudng hop that
bai diéu tri phtc tap hon, dic biét khi st dung liéu phap phdi hop. DU vay,
véi tinh higu qua va kha ning ap dung thyc tién, mo hinh 1 van la cong cu
guan trong trong giam séat khang thudc, gép phan giam ganh niang sét rét va
cai thién hiéu qua phong chéng bénh trén toan cau.

Trong khi d6, mé hinh 2, véi su két hop cia gen pfk13 C580Y va
pfom2 (>1 ban sao), dong vai trd quan trong trong cdng tac phong chng sbt
rét, dic biét trong bdi canh khang thubc lién quan dén liéu phap ACT. Mb
hinh nay cai thién kha niang du doan nguy co that bai diéu tri so véi mé hinh
1, khi dat R? 1a 0,253 (so voi 0,18 & mo hinh 1), nghia 1a né giai thich dugc
25,3% su bién doi trong hiéu qua diéu tri. Su bo sung gen pfpm2 1am ting kha
nang phat hién nguy co khang PPQ, mét loai thudc thuong dugc két hop voi
artemisinin trong diéu tri sét rét. Diéu nay dac biét hitu ich tai cac khu vyc luu
hanh sbt rét nang, noi ma that bai diéu tri ACT c6 thé 1a méi de doa nghiém
trong.

Vai trd cua mé hinh 2 trong phong chéng sét rét nam ¢ kha nang hd tro
giam sat dong thoi ca khang artemisinin (thdng qua pfK13) va khang PPQ
(théng qua pfpm2). Viéc nay giup cac co quan y té nhanh chong phét hién va
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quan 1y cac truong hop khang thubc phuc tap hon. Ngoai ra, mé hinh 2 con
cung cap théng tin quan trong cho viéc xay dung cac chién luoc thay thé
thudc, dic biét khi su két hop cua céc liéu phap phéi hop khéng con hiéu qua.
Tuy nhién, md hinh nay ciing c6 mét s6 han ché. BIC ciia md hinh 2 cao hon
(-2,17 so véi -2,7 cia mo hinh 1), cho thay chi phi phuc tap cua viéc bd sung
thém bién sé pfpm2. Xac suat hau dinh ciia mé hinh 2 (29,7%) ciing thap hon
md hinh 1 (39,2%), diéu nay chi ra rang mirc d6 tin cay caa md hinh thap hon
mot chit. Ngoai ra, viéc xét nghiém pfpm2 yéu cau nhiéu ngudn lyc hon,
khién md hinh 2 kho trién khai ¢ cac khu vuc c6 ngudn luc han ché. Tom lai,
mo hinh 2 ¢c6 vai trd quan trong trong cac chuong trinh giam sat khang thudc
va quan 1y diéu tri sot rét, dac biét & nhitng noi ma khang piperaquine va
artemisinin dang gia ting. Tuy nhién, moé hinh nay phl hop hon véi bdi canh
nghién cttu chuy@n sau hoac tai cac viing ¢ ngudn luc du dé thuc hién cac xét
nghiém phc tap hon. Su két hop gitta md hinh 1 va mé hinh 2 c6 thé tao nén
mét cdng cu toan dién, can bang giira tinh don gian, chi phi va hiéu qua trong
phong chdng sét rét.

Piém dang luu y, mic du dot bién E415G thudc gen pfEXO c6 thé dugc
st dung nhu mot chi diém trong theo ddi khang PPQ, nhung n6 khong dong
vai trd quan trong trong viéc dy doan hiéu qua diéu tri sbt rét. Trong cac md
hinh phan tich, E415G chi xuat hién & md hinh 4 va 5 véi hé s6 hdi quy thap
(0,07 va 0,09), cho thay tac dong rat nho dén kha nang that bai diéu tri. Diéu
nay chi ra rang dot bién E415G cha yéu mang tinh bo tro, khdng c6 sic anh
huong 1on nhu cac yéu té chinh nhu pfkK13 C580Y hoic pfpm2 (>1 ban sao).
R2 cua cac mé hinh c6 E415G (18,3% & m6 hinh 4 va 25,8% & mé hinh 5) chi
tang nhe SO Vi cac mo hinh khong cé dot bién nay, nhung lai di kém véi BIC
cao hon va xac suét hau dinh thap hon, 1am giam tinh thyc tién. Do d6, mac
di E415G c6 thé cung cap thdng tin bo sung vé co ché khang thubc, no khdng
da manh dé dugc st dung doc 1ap hoic 1am yéu td chinh trong viéc dy doan
hiéu qua diéu tri. Thay vao d6, cac chi diém khac nhu pfK13 va pfpm2 van Ia
lya chon téi wu trong giam sat va quan Iy sot rét.

Tuy nhién mé hinh c¢6 han ché nhu cac mé hinh c6 gia tri hé sé chan
khac nhau, véi gia tri tir 0,00 dén -0,27, phan anh su thay doi trong gia tri co
ban cua bién két qua (that bai diéu tri) khi khong co dot bién gen nao hién
dién. M hinh 1 c6 hé sé chan bang 0,00, trong khi mé hinh 2 ¢6 hé sb chin
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am (-0,16), cho thiy su thay doi cua két qua diéu tri gitra cdc md hinh 1
khong ddng nhat. Bidu nay c6 thé anh huong dén kha ning so sanh va ap
dung cac md hinh trong thuc té, dac biét 1a khi khong co dot bién gen nao
duogc xét dén. M6 hinh 3 chi sir dung 0 bién (khong c6 dot bién gen nao duoc
dua vao), diéu nay cd thé lam giam kha nang giai thich sy bién thién cua két
qua diéu tri. Trong khi 6, mé hinh 1, 4, va 5 sir dung 1 hodc 2 bién, diéu nay
c6 thé khién cho cac md hinh nay khéng phan anh hét dugc cac yéu t khac
c6 thé anh huong dén két qua diéu tri. Viéc han ché sb lwong bién co thé 1am
giam tinh tong quat va do chinh xac ciia mo hinh. Gia tri R2 trong cac mo hinh
chi dao déng tir 0 ¢én 0,258, cho thdy md hinh chi giai thich mét phan nho su
bién thién cua két qua diéu tri. Mac di md hinh 2 c6 R? cao nhat (0,253),
nhung van con mot luong 16n su bién thién chua dugc giai thich. Diéu nay chi
ra rang c6 thé con nhiing yéu té quan trong khac ngoai cac dot bién gen duoc
xét dén trong mo hinh, chua dugc dua vao phan tich, lam giam kha nang du
doan va téng quat ciia md hinh.

Tuy nhién, mé hinh nay van dugc chap nhan va sir dung trong nghién
ctru Vi md hinh van cung cap cai nhin rd rang vé su anh huéng cia cac dot
bién gen, nhu pfK13 va pfpm2, dén két qua diéu tri, qua d6 dong gop vao viéc
hiéu 3 hon co ché khang thudc caa Ky sinh tring sét rét. Hon nita, mac du
X4c suat hau dinh thdp & mot s mé hinh, nhung mé hinh 1 véi Xac suat hau
dinh cao nhat (0,392) van cho thay gia tri trong viéc dyu doan két qua diéu tri
va hd tro ra quyét dinh 1am sang. Do d6, mac di ¢ mot s6 han ché, md hinh
van 1a cdng cu hitu ich trong viéc nghién ctu va du doan hiéu qua diéu tri,
ddng thoi mé ra huéng phét trién cho cac nghién ctu tiép theo.

Trong thuc té, dong ky sinh tring néi tiéng mang dang dot bién trén
pho bién tai GMS dugc goi 1a dong phéi hgp KEL1/PLA1 dong vai tro quan
trong trong hiéu qua diéu tri caa thuéc DHA-PPQ [7, 82, 87, 103]. Sy xuat
hién cua dong nay lién quan mat thiét dén sy khang DHA-PPQ, khi ma ky
sinh tring thudc dong nay c6 kha ning song sot va tiép tuc phat trién ngay ca
khi duoc diéu tri bang DHA-PPQ. Diéu nay dan dén that bai trong diéu trj va
gop phan vao su lan rong cua sét rét khang thudc trong khu vuc. Dong phéi
hop KEL1/PLA1 déng vai tr0 quan trong trong viéc khang DHA-PPQ, lam
giam hiéu qua caa thude nay trong diéu tri sét rét va gay ra nhiing thach thic
I6n cho viéc kiém soét va loai trir bénh sét rét trong khu vuc [87, 103].



117

Nhin chung, c6 nhiéu nghién ciu xay dung mé hinh danh gia vai tro
gen v&i hiéu qua diéu tri caa DHA-PPQ. Nghién ctu cia Van der Pluijm va
cong su di xdy dung mé hinh hdi quy da bién véi ba dau hiéu di truyén chinh
anh huong dén hiéu qua diéu tri sét rét bang DHA-PPQ bao gom trang thai
dot bién pfK13, cac dot bién trén gen crt, va tinh trang gia ting ban sao cua
pfom2/3 [5]. Két qua cho thay, su gia ting ban sao cua pfpm2/3 duoc xac dinh
1a 6 lién quan doc lap dén that bai diéu tri véi HR (hazard ratio) 1a 2,620 (p <
0,001). nhu vay su gia tang ban sao pfpm2 nay lam giam hiéu qua cia DHA-
PPQ trong viéc tiéu diét ky sinh trung sét rét [5].

Bén dot bién trong gen pfert (T93S, HI7Y, F1451, va 1218F) ciing lién
quan manh mé& dén that bai diéu tri, Cu thé, HR cho cac dot bién T93S, T93S,
F1451, va 1218F) 1an luot 12 2,713 (p = 0,004); 1,923 (p = 0,034); 2,353 (p =
0,009), va 2,167 (p = 0,015), cho thay cac dot bién nay thay ddi cau tric caa
protein CRT, lam giam kha nang cta PPQ trong viéc tiéu diét ky sinh trung,
Dic biét, dot bién F1451 con lién quan dén nong d6 PPQ cao hon trong huyét
tuong vao thoi diém ban dau va ngay tha 7, cho thay n6 c6 thé lam giam téc
d6 thai loai thudc va tang kha nang khang thudc [5].

Nghién ctru nay ciing cho thdy, mac du dot bién C580Y phé bién trong
khu vuc nghién ctru va dugc xac dinh 1a dau hiéu caa khang artemisinin, né
khong cho thay méi lién hé doc 1ap véi that bai diéu tri trong md hinh hoi quy
da bién, HR cho dot bién C580Y 1a 3,863 (p = 0,060) trong phan tich trudc
hiéu chinh va 0,632 (p = 0,580) sau khi diéu chinh, khong dat mirc ¥ nghia
théng ké. Diéu ndy c6 thé do ti I& cao cac ky sinh tring mang dot bién pfk13
C580Y, lam giam kha nang phan biét anh hudng riéng caa dot bién nay khi co
su hién dién cua cac yéu td di truyén khac nhu nhan doi pfpm2/3 va cac dot
bién trén gen pfcrt. M6 hinh hoi quy da bién cho thay rang tinh trang nhan doi
pfpom2/3 3 va cac dot bién trén gen pfert ¢d vai tro quan trong va doc lap trong
that bai diéu tri baing DHA-PPQ, trong khi d6t bién pfkK13 C580Y khéng duy
tri mdi lién hé doc 1ap véi that bai diéu tri [5].

Trong nghién cau caa Witkowski va cong su vé hiéu qua cua diéu tri
bang DHA-PPQ ddi vai 725 bénh nhan sét rét tai Campuchia, cac két qua
quan trong da dugc ghi nhan [15]. Trong s6 443 bénh nhan mang dot bién
pfK13, c6 116 bénh nhan (26,2%) that bai trong diéu tri bang DHA-PPQ vao
ngay 42. Nguoc lai, chi c6 3 bénh nhan (1,1%) trong s6 282 bénh nhan khéng
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mang dot bién ndy gip that bai trong diéu tri. Biéu nay cho thay sy hién dién
cta dot bién pfk13 c6 lién quan manh mé& dén viéc that bai trong diéu tri, véi
ti 1& nguy co twong ddi (RR) 1a 24,6 [95%CI 7,9-76,7], p<0,0001 [15].

Mét ban sao cua gen pfmdrl duoc phét hién trong 610 mau bénh pham
(chiém 84,1%) trén tong s6 725 mau. Trong sé cac bénh nhan mang ky sinh
triung c6 mot ban sao pfmdrl, c6 112 trudng hop (18,4%) that bai trong diéu
tri DHA-PPQ. Nguoc lai, trong s6 115 bénh nhan mang ky sinh tring c6
nhiéu ban sao pfmdr1, chi ¢ 7 trudong hop (6,1%) gap that bai trong diéu tri.
Ti 18 RR 12 3,0 [95%CI 1,4-6,3], v6i p=0,003[15].

Sau khi hiéu chinh cac yéu té dot bién pfk13 va gen pfmdri, s ban
sao pfpm2 van la chi s6 phan tr quan trong nhat lién quan dén that bai diéu tri
DHA-PPQ véi HR higu chinh (aHR) 1a 20,4 [95%CI 9,1-45,5], p<0,0001. Ti
& that bai tich liy cua diéu tri DHA-PPQ trong c4c bénh nhan mang ky sinh
trung khang artemisinin (c6 dot bién pfK13) tang dang ké khi sd ban sao
pfom2 tang 1én. Cu thé, so véi cac bénh nhan khong cé ban sao pfpm2, nhiing
bénh nhan c6 tir hai ban sao tré 1én c6 nguy co that bai diéu tri cao hon 3,3
lan ([95%CI 1,8-6,0])[15]. Nhu vay, theo nghién ctru ciia Witkowski va cong
su, s6 ban sao pfpm2 van 1 chi sé quan trong lién quan dén thét bai diéu tri
DHA-PPQ. Diéu nay c6 nghia 1a sy gia ting sé ban sao pfpm2 l1a mot yéu t6
du bao doc 1ap va manh mé& vé that bai diéu tri, khong bi anh huéng bai su
hién dién caa dot bién pfk13 hoac gen pfmdrl [15].

Nghién ctu cia Amato va cong su da chi ra rang cac chi thi phan ta
khang PPQ c6 thé du doan hiéu qua diéu tri bang DHA-PPQ [16]. Pau tién Ia
dot bién E415G, mot bién thé di truyén gay ra thay doi trong gen pfEXO. Cac
mau mang dot bién nay chi cd ti 1& song sot sau 63 ngay diéu tri 12 38%, so
véi 93% & cac mau khong mang dot bién nay. Tha hai la sy khuéch dai gen
pfom2, cac mau mang su khuéch dai nay co ti 1& song sot sau 63 ngay diéu tri
1a 41%, so véi 95% & cac mau khdng c6 sy khuéch dai nay [16]. Thém vao
d6, két qua nghién ctu cho thay rang cac dot bién E415G va sy gia tang sb
ban sao pfpm2 lién quan dén viéc ting ndng d6 1Cso cia PPQ va ti 1& sdng sot
cao hon trong xét nghiém PSA, diéu ndy cd anh huong truc tiép dén su tai
phét cia ky sinh tring sau khi diéu tri bang DHA-PPQ. Trong 241 mau ¢ dir
licu 1am sang, 133 mau mang dot bién E415G va su gia ting s6 ban sao pfpm2
c6 ti 18 tai phat ky sinh trung cao hon nhiéu. Chi s nguy co diéu chinh cua téi
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phat ky sinh trung 1a 13,4 1an (95%Cl: 5,3-33,5) ddi véi dot bién E415G va
16,7 1an (95%ClI: 5,8-48,1) ddi vai su gia tang sd ban sao pfpm2. Ngay ca khi
chi xét cac mau mang dot bién pfK13, chi s6 aHR cua su gia ting sb ban sao
pfom2 vén c6 ¥ nghia (p=8,6x10"-3, aHR=5,2, 95%ClI: 1,5-17,7), cho thay su
gia ting sd ban sao pfpm2 c6 thé doc 1ap anh huong dén khang PPQ va gay
that bai diéu trj [16].

Nhu vay, cac bién doi di truyén trén cac gen khang thudc caa ky sinh
tring sot rét c6 thé duoc sir dung nhu chi thi phan tir cho that bai diéu tri, tir
d6 phat trién cac phuong phap diéu tri hiéu qua hon va chién lugc kiém soét
bénh tét hon. Viéc hiéu rd cac bién doi di truyén nay ciing hd tro trong viéc
thiét ké cac thir nghiém 1am sang va phat trién cac thuéc mai nham déi pho
véi cac ching ky sinh tring khang thudc.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN
Sau khi nghién ctu 421 bénh nhan sét rét khéng bién ching do P.
falciparum tai 4 tinh: Binh Phuéc, Dik Nong, Gia Lai va Pak Lak tir thang 8
nam 2018 toi thang 3 ndm 2023 ching toi dua ra mot s6 két luan sau:
- Di nghién ctru danh gia duoc sy bién doi di truyén va tan suit dot bién caa
mét s6 gen khang thudc & ky sinh tring sbt rét P. falciparum.

O

Trong d6, d6t bién C580Y trén gen pfk13 chiém 91,3% va phd bién
nhit & ca 4 tinh nghién cuu.

Trén gen pfpm2, ¢6 s6 lugng ban sao tang cao (51,0%).

Dot bién E415G trén pfEXO chiém 76,1% trén tong s6 mau nghién
cuu.

Sy luu hanh dot bién don va phtc hop cac dot bién khang thude co
khac nhau & mot sé tinh c6 bénh sét rét luu hanh.

- Di danh gia duoc hiéu qua diéu tri cia DHA — PPQ trong diéu tri sot rét
khéng bién chtng do P. falciparum.

O

DHA-PPQ suy giam kha nang loai tir trir ky sinh tring sét rét va
ngan ngua tai phat véi ty 1€ D3 duong tinh 21,7%, ty I¢ tai phat tich
lu§ 22,6%.

Ti Ié khoi bénh thap, ¢ Binh Phudc va Bik Nong lan luot 1a 47,7% va
57,9%. Khdng xuat hién that bai ky sinh tring sém, ty I that bai ky
sinh tring muon lan luot 1a 31,8% tai Binh Phudc va 5,3% tai Bak
Nong.

- Pai phan tich dugc mot sé yéu té lién quan téi hiéu qua cia DHA — PPQ
trong diéu tri sot rét khdng bién chiing do P. falciparum.

O

O

Cac yéu t6 vé nhan khau hoc nhu do tudi, gigi tinh va thé trang bénh
nhan va dia diém nghién cttu khdng anh huong téi két qua diéu tri
Su bién d6i di truyén trén gen khang thudc co lién quan dén that bai
diéu tri, dic biét 1a cac dot bién C580Y, E415G va sb lugng ban sao
pfom2, véi nguy co that bai diéu tri ting tir 7,71 dén 8,12 1an so véi
bénh nhan c6 ky sinh triing khong mang dot bién.
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KIEN NGHI

Tang cudng theo ddi cac dot bién di truyén caa ky sinh tring sét rét,
dic biét 1a cac dot bién trén céc gen pfpm2, pfEXO, va pfK13. Diéu nay cd thé
bao gdm viéc trién khai cac chuwong trinh giam sat di truyén trén dién rong dé
x4c dinh sy phan bé va tan suit cua cac dot bién nay.

Danh gia anh huong cua di dan va giao luu giira cac ving mién 1a nhan
t6 va nguy co 14y lan khang thudc sét rét, dac biét véi ky sinh tring sét rét P.
falciparum.
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CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
Dgc lap - Tw do - Hanh phic

BIEN BAN BAN GIAO MAU NGHIEN CcUU

HoOm nay, ngay /fthdng 5 ndm 2049, Ching t6i dai dién Bén ban giao miu va
dai dién Bén nhdn méu tién hanh ban giao miu nghién ciru theo thoa thuan phdi hop

thuc hién nghién ciru, cu thé nhu sau:

Bén giao mAiu: Vién S6t Rét - Ky Sinh Tring — Con Trung Trung Uong.
Dia chi: S6 34 Pudng Trung Vin, Trung Vin, Nam Tt Liém, Ha Nbi.
Dai dién: PGS.TS. Bui Quang Phiic

Chtre vu: Trudng khoa Nghién ctru 1am sang va thuc nghiém.

Bén nhan miu: Hoc Vién Quan Y

Dia chi: S6 160 Puong Phing Hung, Ha Pong, Ha Noi

Dai dién 1a: Ths. Tran Thj Thu Huyén

Chtrc vu: Nghién ctru vién.

Bén giao ban giao cho bén nhn 63 mau méau toan phan ctia bénh nhan sét rét va
thong tin kém theo (Chi tiét trong phu luc dinh kém).
Hai bén cam két thuc hién cac didu khoan da ky va tuan thu quy dinh vé Y dic

trong nghién ctru ./.

Dai dién bén giao mau Dai dién bén nhin mau
(Ky, ghi ré ho tén) (Ky, ghi ro ho tén)

W
7

PGS.TS. Bui Quang Phiic Ths. Tran Thi Thu Huyén
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PHU LUC 3:
QUY TRINH XAC PINH KY SINH TRUNG SOT RET
P. FALCIPARUM BANG LAM MAU SOI KINH HIEN VI

1. MUC PiCH VA PHAM VI AP DUNG

Quy trinh ndy mé ta cach phét hién va xac dinh chinh xac ky sinh tring sét rét
trong cac tiéu ban mau nhuém Giemsa bing kinh hién vi. Tat ca cac quy trinh néu ra
déu 1a bat budc ddi vai tat ca cac ki thuat vién kiém tra sot rét tai phong thi nghiém
tham chiéu quéc gia, phong thi nghiém bénh vién hodc phong thi nghiém co so y té c6
thuc hién kiém tra st rét.
2.CO SO

Viéc x4c dinh loai va giai doan cta Ky sinh tring sét rét va xac dinh mat do ky
sinh tring 14 rat quan trong trong viéc quan ly 1am sang bénh nhan sét rét, ther nghiém
hiéu qua thudc, khao sét dich t& hoc va cac chuong trinh kiém soat sét rét. Do d6, chan
doan s6t rét dua trén viéc kiém tra tiéu ban mau can phai chinh xac va sb lugng ky
sinh trung phai dugc xac dinh mét cach chinh xac.
3. DUNG CU, VAT LIEU VA THIET Bl

- Kinh hién vi quang hoc, c6 mat kinh kép 10x, vat kinh 10x, 40x va 100x, clng
ban dé tiéu ban co hoc (C6 thé Iip thém mét vat kinh danh d4u hosc vat kinh
60x);

- Tiéu ban mau nhudm Giemsa dé kiém tra;

- Dau soi, loai A, chit lwong cao;

- Giay lau kinh;

- Bdtva buat chi;

- S6 dang ky hoac s6 ghi chép két qua kiém tra sét rét;

4. QUY TRINH THUC HIEN

4.1. Kiém tra tiéu ban mau day

- Dit tiéu ban mau nhudém Giemsa trén ban tiéu ban cua kinh hién vi, sao cho
nhan tiéu ban & bén trai va phan mau day nam dudi vat kinh 10x;
- Batkinh hién vi va diéu chinh &nh sang sao cho pht hop;

- Dat mot giot dau soi 1&n phan mau day:;



- Quét qua tiéu ban va chon mot phan tiéu ban dugc nhudom déu;
- Chuyén sang vat kinh dau 100x va dé vat kinh tiép xdc véi dau;

- Sir dung nim diéu chinh tinh dé lay nét vao tiéu ban.

4.2. Xac dinh tiéu ban mau day c6 chira ky sinh tring sét rét va nhan dién loai ky

sinh trung

- Tiép tuc kiém tra tiéu ban trong it nhat 100 trudng quan sat bang vat kinh 100x;

- Kiém tra téi thiéu 100 trudng quan sat trude khi két luan khdng phat hién ky
sinh tring sot rét;

- Néu phéat hién ky sinh triing, tiép tuc Kiém tra thém 100 trudng quan sat dé dam
bao khong bo s6t nhiém tring hdon hop;

- Luén kiém tra tiéu ban mau mong dé xac nhan loai ky sinh tring;

- Xac dinh tat ca cé4c loai ky sinh tring va giai doan quan sat dugc, sau d6 ghi

vao sb ghi chép kiém tra sbt rét.

4.3. Kiém tra tiéu ban mau méng dé xac nhan loai Ky sinh tring va nhiém trung

hén hop

- Pé xéc nhan loai ky sinh tring hodc nhiém tring hdn hop sau khi kiém tra tiéu
ban mau day, kiém tra tiéu ban mau mong;

- Pat mot giot dau soi Ién phan ria mong cua tiéu ban;

- Chuyen tir vat kinh 10x sang vat kinh dau 100x va lay nét vao tiéu ban;

- Kiém tra phan ria cua tiéu ban mau mong, noi cic té bao mau do nam canh
nhau véi mace d6 chong lap tdi thiéu;

- Tiép tuc kiém tra tiéu ban mau mong cho dén khi xac nhan dugc sy hién dién
va loai ky sinh tring sbt rét. Ghi lai tat ca cac loai ky sinh trung va giai doan

quan sat dugc vao so ghi chép kiém tra sot rét.

5.LUUY

C6 thé tién hanh dém Ky sinh tring trén tiéu ban mau mong néu khdng co tiéu
ban mau day hoic néu tiéu ban mau day bi nhuém kém hoic bi hong. Khi sé lwong ky
sinh tring vuot qua 100 Ky sinh tring trong mdi truong quan sat bang vat kinh dau

trén tiéu ban mau day, nén str dung tiéu ban mau mong dé tinh mat do ky sinh trang.
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PHU LUC 4

QUY TRINH PEM MAT PQ KY SINH TRUNG SOT RET

MUC PiCH VA PHAM VI

Quy trinh ndy mé ta cach dém mat d6 ky sinh trung sbt rét. Tt ca cac thi tuc

trong quy trinh nay 14 bat budc ddi véi cac chuyén vién soi ky sinh tring tai cac phong

thi nghiém tham chiéu qudc gia, phong thi nghiém bénh vién hodc cac co s& y té thuc

hién viéc soi ky sinh trung sot rét.

DUNG CU, VAT LIEU VA TRANG THIET BI

Kinh hién vi véi thi kinh 10x va vat kinh 10x, 40x va 100x, c¢6 ban co hoc.
May dém nhiéu khoa hodc may dém hai khoa (mot dé dém ky sinh tring, mot
dé dém bach cau).

Phién kinh mau da nhuém Giemsa.

Dau soi loai A.

Giy lau kinh.

But chi, bat bi.

May tinh cam tay.

QUY TRINH THUC HIEN

3.1. Pém Ky Sinh Trung Trén Phién Mau Day

1.
2.

Pit phién kinh 1én ban soi kinh hién vi véi nhan nam & bén trai.
Kiém tra miu dudi vat kinh 10x dé tim phan phién c6 s6 lwong bach cau phan
bd déu va nhudm mau tot.
Nhé mot giot dau soi 1én khu vuc mau day, tranh dé dau nho tiép xtc truc tiép
v6i lam kinh.
Chuyén sang vit kinh 100x (dau soi) va st dung nam chinh tinh dé 1iy nét rd.
Pém Ky sinh tring:

o Bat dau tir goc trén bén trai ciia phién mau, di chuyén timg trudng mot

theo chiéu ngang.
o Khi dém, sir dung may dém dé ghi lai s6 luong ky sinh tring va bach cau

trong moi trudng.



6. Dirng dém:
o Néu d3 dém duoc > 100 ky sinh trung trong 200 bach cau, ding lai va
ghi nhan s6 ky sinh tring/200 bach cau.
o Néu di dém < 99 ky sinh tring trong 500 bach cdu, ding lai va ghi nhan
s6 ky sinh tring/500 bach cau.
7. Ghi két qua vao sb xét nghiém.
Cong thirc tinh mat dé ky sinh trang trén phién mau day:

S6 lwong ky sinh trung dém dwoc x8000

Mat do ky sinh trung sbt rét (Ky sinh trang/pl méu) =

S8 lwgng bach cau dém duoc
3. 2. Pém Ky Sinh Trung Trén Phién Miu Méng
1. Pit phién kinh 1én ban soi v6i nhan ¢ bén tréi.
2. Nho6 mot giot dau soi 1én phan mong nhét ciia phién mau.
3. Chuyén sang vat kinh 100x (dau soi) va diéu chinh d6 nét.
4. Pém Ky sinh trung:
o Bit dau tir mép mong cia phién, noi cac té bao hong cau nam rai rac va
khong chong chéo.
o DPém s6 lugng hong cau nhidém ky sinh tring va hong cau khong nhiém
ky sinh tring trong 20 trudng nhin (khoang 5000 hong cau).
5. Ghi két qua vio so xét nghiém.
Cong thirc tinh mat do ky sinh tring trén phién mau mong:
Mat d6 ky sinh  trang sot  rét  (Ky sinh  tring/pul mau) =

56 lwong hong cau nhiém ky sinh trung X5000

S6 lwong hong cau dém dwoc

4. Ghi Nhan Két Qua:
« Ghi lai sb lwong ky sinh tring va bach cau (hoic hdng cau) di dém duoc trén
phiéu xét nghiém.
« Bio cao két qua theo ding quy dinh trong quy trinh ctia phong thi nghiém dé

dam bao tinh chinh xac va khach quan ciia két qua xét nghiém.



PHU LUC5
QUY TRINH LAY MAU BENH NHAN VAO GIAY LOC WHATMAN

1. Muc dich va pham vi

Quy trinh nay nham ma ta cach chuan bi mau mau kho trén giay loc, phi hop cho
viéc phan tich DNA. Quy trinh nay chi dugc diéu chinh véi su phé duyét caa diéu phdi
vién quédc gia vé dam bao chat lwong xét nghiém sét rét.

Tat ca cac budc trong quy trinh ndy 1a bét budc ddi véi nhan vién xét nghiém sét
rét 1am viéc tai phong xét nghiém tham chiéu quéc gia, phong xét nghiém bénh vién
hoac phong xét nghiém y té co ban c6 thuc hién xét nghiém sét rét.

Chi thu thap mau méu toan phan ddi véi cac bénh nhan d3 duoc xac dinh don
nhiém Ky sinh triing P. falciparum bang k¥ thuat soi lam mau bang kinh hién vi.

2. Boi canh

Xét nghiém acid nucleic bang phan ¢ng chudi polymerase (PCR) nhay hon
trong chan doan sdt rét so véi phuong phap soi kinh hién vi, dac biét trong truong hop
nhiém trang hdn hop va c6 mat do ky sinh tring thap. Mot s6 mau trong phong thi
nghiém c6 thé can phan tich bang PCR dé xac nhan loai va tinh trang nhiém tring hdn
hop. Cac vét mau duoc thu thap trén gidy loc cling c¢6 thé duoc st dung dé xac dinh
kiéu gen ky sinh tring, phan biét tai phat tai nghiém ky sinh triing trong nghién ciu in
vivo vé hiéu luc diéu tri sbt rét

3. Vit tw, nguyén liéu va thiét bi can thiét

- Giay loc (Whatman FTA, Whatman 2 hoic 3 hoac Whatman 903) dé phan tich
kiéu gen va huyét thanh hoc.

- Micropipette ¢ dung tich 20200 pL va cac dau tip dung maot lan.

- Tui nhua ziplock, mét tGi cho mdi bénh nhan.

- Chét hat am khong chira cobalt chloride (c6 thé sir dung loai hit 4m con du tir
c4c tli xét nghiém nhanh d3 m& gan ddy, nhung phai khéng cé thay d6i mau
sac; néu khong, can mua chat hat am tir thi truong).

- MAu toan phén tuoi hodc méu c6 chat chéng dong (EDTA, natri citrat, citrate
dextrose hoac heparin).

- Ta lanh & nhiét 6 4°C (dé bao quan mau can xét nghiém trong vong 4 tuan).



- Tua dong & nhiét d6 —20°C (dé bao quan mau can xét nghiém trong vong 3
thang).
- Tua dong sau ¢ nhiét 46 —80°C (dé bao quan mAau can xét nghiém trong hon 1

nam).

4. Quy trinh thwc hién
Ghi nhén gidy loc:

- Ghi nhan gidy loc bing ma phong thi nghiém, ma bénh nhan hoic ngay lay mau

maéu. C6 thé ghi thém tén viét tat cua ky thuat vién thu thap mau.
Poi véi the Whatman FTA:

- Dung pipette hat 125 pL mau (cho mdi vong tron 2,54 cm) tir 6ng thu thap
mau, roi nho vao khu vic vong tron in trén thé. Pam bao khong dé mau mau

tran ra ngoai va khéng cha hoac boi mau Ién thé.
Poi véi giay loc Whatman 2, 3 hoic 903:

- H(t 0-50 pL mau tir dng thu thap mau, rdi nhod vao khu vuc chi dinh trén gidy.

Chuan bj hai hoic ba vét mau cho mdi bénh nhan.
Luu trir mau:
- Cac mau trén gidy loc ¢ thé dugc luu trit ngay 1ap tc & nhiét do phong.
Lam khé mau:

- Néu can xét nghiém ngay sau khi ldy miu, dé mau kho trong it nhat 1 gio ¢
nhiét do phong truéc khi cho vao ti nhya ziplock. Khéng ding nhiét dé rat

ngan thoi gian kho.
Thém chat hat am:

- Cho chét hat am vao trong mdi tdi ziplock chira mau gidy loc dé bao quan va

van chuyén & nhiét do phong.
Kiém tra diéu kién bao quan:

- Pam bao diéu kién bao quan hoan toan khé rdo. Thuong xuyén kiém tra chat

hit 4m va thay méi néu can.



B4o quan mau trong ti lanh hoic ta dong:

- Néu miu dugc xét nghiém trong vong 4 tuan, bao quan & nhiét do 4°C. Déi véi

thoi gian bao quan 1au hon, bao quan ¢ nhiét d6 —20°C hoac —80°C.
5. Luu y Kkhi thuc hién

- Luon deo ging tay dé tranh 1am nhiém ban giay loc.

- Ap dung cac bién phap phong ngira chuan va sir dung day du thiét bi bao ho cé&
nhan nhu 4o khoac hodc 4o choang phong thi nghiém.

- Bao quan mau trong ta lanh & nhiét do 4°C néu xét nghiém duoc tién hanh
trong vong 4 tuan sau khi thu thap.

- Bao quan mau ¢ nhiét do —20°C néu xét nghiém duoc tién hanh trong vong 3
thang.

- Bao quan mAu trong ta déng siu & nhiét do —80°C néu can bao quan trén 1 nam.
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