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TOM TAT: Nghién ciru xac dinh ca bénh nhiém ki sinh trang sét rét P. ovale don thun bang phan tich
hinh thai hoc va sinh hoc phén ti tai ving ven bién mién Trung Viét Nam.

Két qué: Ca phan tich hinh thai hoc va di truyén phan tir déu xac nhdn 2 bénh nhéan nhiém P. ovale.
Nhw vay, t/’r]h Ninh Thuén va tinh Khanh Hoa dwoc cong nhén la noi ¢6 sot rét luu hanh voi sy c6 mat cua
P. ovale. Can c6 cac nghién ctru khac, phén tich cac bién thé loai P. ovale curtisi hay P. ovale wallikeri cta

P. ovale tai hai tinh nay.
T khéa: Plasmodium ovale, ki thuat phan tir.

ABSTRACTS: Confirmation study of human P. ovale mono-infection in the Central Coastal area by the

morphological and molecular biology analysis.

Result: Both morphological and molecular biology techniques confirmed of two patients infected of P.

ovale malaria. Hence, both Ninh Thuan and Khanh Hoa provinces have malaria endemic zones with the
P. ovale presentation. Needs a further other discriminatory analysis of these P. ovale curtisi or P. ovale
wallikeri of P. ovale species in these provinces.
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1. DAT VAN DE.

Theo Té chirc Y té thé gi¢i (WHO), ndm 2016,
trén toan cau cé 216 triéu ca mac sbt rét va 445.000
ca tlr vong tai 91 quéc gia. Hon 100 n&m qua, chan
doan sét rét phan I&n dwa vao kinh hién vi (dwoc
xem |a tiéu chuan chuan vang b&i né vira dinh tinh
- dinh loai, giai doan va thé ki sinh trung; vira dinh
lwong - mat dé ki sinh trung dé tién lwong va theo
dai dién tién bénh). Gan day, véi sy phat trién khoa
hoc céng nghé, nhét [a cdng nghé séc ki mién dich,
test chan doan nhanh ra doi da bd sung thém mot
phwong phap chan doan bénh sét rét (bén canh
kinh hién vi), gitp phat hién va chan doan ca bénh
thém toan dién, day da. Tuy nhién, bat clr cong cu
chan doan nao ciing c6 diém gi¢i han cla no.

Gan day, viéc nghién ciru va (rng dung céng
nghé sinh hoc phan t& chan doan sét rét da cé do
nhay, dé dac hiéu va do chinh xac cao, giup phat
hién sbé loai ki sinh trung ting tw 4 loai 1én dén 6
loai (Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae,
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P. knowlesi, P. ovale curtisi va P. ovale wallikeri).
Theo Stephens (1914), gi¢i chuyén mén danh gia
s phan bd cla loai P, ovale chi gii han tai khu vuc
can sa mac Sahara, chau Phi, Nam va Béng Nam
A, cac dao Indonesia; déc biét, rat hiém bao céo &
Viét Nam (néu c6, chi dirng lai & két qua sinh hoc
phan t&r ma thiéu cac bang chirng hinh thai hoc cta
ki sinh trung).

Chung t6i thyc hién nghién clru ca bénh dwoc
xac dinh nhiém ki sinh trung sét rét P. ovale don
thuan bang phan tich hinh thai hoc va sinh hoc
phan t tai viing ven bién mién Trung Viét Nam.

2.DOI TUQNG, PHWONG PHAP NGHIEN CUU.

2.1. Béi twong nghién ciru:

2 bénh nhan (BN) sét rét dwoc xac dinh nhiém
ki sinh tring P. ovale don thuan bang phan tich
hinh thai hoc (qua lam mau nhuém Giemsa vo&i cac
hinh thé dién hinh da tirng dwoc mé ta trén y van)
va sinh hoc phan tcr.
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- Ca bénh the 1 (ma s6 VNNT79): BN ni¥, 26
tudi; qué quan xa Ma N¢&i, huyén Ninh Son, tinh
Ninh Thuan; phat hién bénh thang 4/2015.

- Ca bénh th 1 (ma sb VNKH46): BN nam, 41
tudi, qué quan xa Khanh L&, huyén Khanh Vinh,
tinh Khanh Hoa; phat hién bénh thang 6/2019.

2.2. Phuwong phap nghién ctru:

- Thiét k& nghién clru: md t& trwdng hop bénh
va ki thuat xét nghiém.

- Cac ki thuat str dung trong nghién ctru: (1)
Ki thuat xét nghiém lam mau nhuém Giemsa tim
ki sinh tring sét rét theo Té chirc Y té thé gidi
(WHO, 2015); (2) Ki thuat Nested-PCR xac dinh
4 loai ki sinh trung sbt rét theo quy trinh Snounou
G va cdng sy (1993) tai Khoa Xét nghiém - Sinh
hoc phan t&, Vién Sét rét - Ki sinh trung - Con
trang Quy Nhon va Bon vi NCLS, Pai hoc Oxford
(Vwong qudéc Anh). Trinh tw mdi cho ki thuat
Nested-PCR theo bang sau:

Ki hiéu moi Trinh tw Kich thuéc san pham PCR
PL U5 CCTGTTGTT GCC TTAAACTTC ~12kb
PL U6 TTAAAATTG TTG CAG TTAAAACG ’

FF TTAAAC TGG TTT GGG AAAACC AAATATATT 205 b
FR ACA CAA TGAACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC P
VF CGC TTC TAG CTT AAT CCACATAAC TGATAC 120 b
VR ACT TCC AAG CCG AAG GAAAGAAAGTCCTTA P
MF ATAACATAG TTG TAG GTT AAG AAT AAC CGC 144 b
MR AAAATT CCC ATG CAT AAAAAATTATAC AAA P
OF ATCTCTTTT GCTATT TTT TAG TAT TGG AGA 786 b
OR GGAAAAGGACACATTAAT TGTATC CTAGTG P

Phan (rng khuéch dai Nested-PCR dwoc thuc
hién qua 2 giai doan (ki thuat chan doan dinh loai
ki sinh trung sbt rét dac hiéu tv mau DNA. Phat
hién va phan tich Plasmodium spp. dwgc lam theo
2 budc Nested-PCR sir dung cac cdp mdi cua
Snounou va céng sw, nam 1993):

+ Bwéc 1 (PCR1): 1 ul DNA tach chiét khuéch
dai s& dung cac cdp mdi dac hiéu gibng (genus
specific primers).

+ Buwdc 2 (PCR2): 1 pl sadn phdm khuéch dai
ctia PCR1 dwoc khuéch dai thém, s&r dung cac moi
d&c hiéu loai. L4y 10 pl cGa san phdm DNA PCR2
dwoc tach ra, dién di trén gen 2% agarose, nhuém
trong 15 phut voi ethidium bromide va xem duwoi
dén UV (hinh 1).

Outer

PLUE TTAMATTGTTGCAGTTAAACG PLUS CCTGTTGTTGCCTTAMCTIC

Nested

P.faleiparum 205bp

(T

FAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAMACCAMTATATT
FAL2 ACACANTGAACTCAATCATGACTACCCGTC

P.vivax 120bp
WY1 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC
WIV2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAMGARAGTCCTTA

P.malaria 144bp P.ovale 800bp

e i

VA1 ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA
VA2 GGAAMAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG

AL 1 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC
MAL2 AMAATTCCCATGCATAAANAATTATACAAA

Hinh 1. So d6 phén itmg nested PCR
gen 18S xac dinh 4 loai ki sinh trang sét rét
(nguén: G Snounou, 1993).
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3. KET QUA NGHIEN CcUU.

3.1. Két qua xac dinh P. ovale bang ki thuat
lam mau nhuém Giemsa:

Phan tich hinh thai hdng cau BN nhiém don
thuan loai P. ovale cho thdy, cac hdng cau nhiém
co6 thé cé kich thwdc binh thwong, hoi Ion, hinh
tron hodc oval; déi khi c6 hinh 16ng & ria (fimbriated
form). Dwéi diéu kién t6i wu, cé thé nhin thay cac
cham Schiiffner trén lam nhuém Giemsa. Thé nhan
cla P. ovale trong cé bao twong chac va chdm
chromatin I&n (hinh 2).

G

3
Thé tw dwong clua BN nhié‘m P. ovale trong bao
cao nay thay nhan tron thd, nam gan ria hong cau,

Tap chi Y HOC QUAN SV, SO 353 (7-8/2021)



nguyén sinh chéat bat mau xanh - tim kéo dai thanh
dai bao quanh nhan. Hat s3c t6 it va tap trung
thanh cum trén nguyén sinh chat, mau nau den, hat
Shiiffner (khéng phai chdm James) rd mau héng rai
rac khap héng cau va déc biét héng cau bi ki sinh
c6 hinh oval, mét dau kia ctia héng cau bj ki sinh
c6 tua rang cua.

3.2. Két qua xac dinh P. ovale bang ki thuat
Nested-PCR:

MAau lam c6 ki sinh trung sét rét dwong tinh néu
trén dwoc tién hanh tach chiét DNA. Sau khi tach
chiét DNA, san pham DNA nay duoc do OD dé xac
dinh ndéng d6 va do tinh sach. Két qua thu dwoc
cac san pham DNA véi dd tinh sach lan luot 14 1,7
va 2,1; nébng dd DNA thu dwoc 1an lwot 1a 85 ng/ul
va 92 ng/ul. Sau do, cac mau nay dwoc xac dinh
loai ki sinh trung sét rét bang ki thuat Nested-PCR.
Két qua xac dinh loai ki sinh trung bang ki thuat
Nested-PCR (hinh 3) nhw sau:

il | {+)

Két qua dién di cho thay da xac dinh duoc loai
cGa mau Plasmodium spp. st dung trong nghién
ctu véi kich thuwéc dang nhw mong muédn. Cu thé,
mau P. ovale cho kich thuwéc vach dién di khoang
800 bp.

4. BAN LUAN.

P. ovale 14n dau tién dwoc mo ta trén mot nguoi
linh tr& vé ti Bbng Phi, nam 1922. Mac du, P. ovale
da dwoc bao céo trén khap céac luc dia, song da sb
bao cao thwdng gap tai vung chau Phi nhiét dé&i va
New Guinea. Tai Tay Phi, ti 1é lam mau dwong tinh
véi P. ovale tr 0,7-10%. Thwong cac ca nhiém P,
ovale c6 mat do thap trén kinh hién vi va dé& chan
doan nham véi P. vivax. Do do, con sb that wéc
tinh cling chwa day da.
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Tai Viét Nam, P. ovale dwoc céng bb lan dau
nam 1970 b&i Gleason N.N va cbng sw. Téng
hop cac nghién ctru tr 1970-1995, & Viét Nam da
Xac nhan cé 4 trwdng hop nhiém P. ovale trong
sb linh My déng quan & mot vi tri tai phia Nam
Viét Nam. Cung v&i mét sé nghién ciru khac cho
thay bang chirng ré rang sw ton tai ctia P. ovale &
luc dia Pdng Nam A. Tét ca 4 BN nay chwa bao
gi& phuc vu & bat ky vung sét rét lwu hanh va
cling khéng ¢6 du lich dén cac nudc khac. Tién
s bénh cho thdy, ca 4 ca nhiém nay déu do muédi
st rét truyén, chiém 0,066% trong tbng sb 6.036
linh My tr& vé trong giai doan nay va 0,11% trong
s6 lam mau & 3.686 ngudi dwoc xét nghiém bdi
Trung tdm Bénh Truyén nhiém qubc gia Hoa Ky
(United State - National Communicable Disease
Center) cling thoi ki nay. Trén kinh hién vi quang
hoc, soi giot méng cho thdy thé tw duéng va
phan liét chwa trwdng thanh, thé nhan va giao
bao rat hiém, khoéng tim thay phan liét trwédng
thanh. Hinh thé cha ki sinh trung la dién hinh
cla P. ovale, hon 50% héng cau nhiém co tua
I6ng, hinh oval hoac ca hai. Sau do nhiéu nam,
cO bao cao tai vung so6t rét lwu hanh & huyén
Bac Binh, tinh Binh Thuan v&i hinh thé dién hinh
[1], trén c& lam giot mau mdng va giot day. Tuy
nhién, cac sé liéu vé sau duwong nhw rat it dé cap
vé xuét hién loai ki sinh trung sét rét nay tai cac
vung sét rét, nhat 1a vung sét rét lvu hanh néng,
trén cac dir liéu bao cao héng nam cla Chuwong
trinh Qudc gia phong, chéng sbt rét. Ngoai trir
chi c6 moét sb nghién ciu bao céo vé ap dung
sinh hoc phan t&r xac dinh sy c6 mat cua 4 loai
ki sinh trung sét rét Plasmodium spp. cb dién tai
cac vung sbét rét lwu hanh & mién Trung - Tay
Nguyén, nhw Gia Lai, Khanh Hoa va Dak Lak [1],
[7], song it c6 di¥ liéu vé& mat hinh thai hoc. Gan
day, H6 Van Hoang va cong sw (2011) bao céo
1 ca bénh nhiém P. ovale vé mat hinh thai hoc,
khang dinh nhiém don loai P. ovale va sau dé
thAm dinh b&ng sinh hoc phan t& l1a P. ovale [1].
Mot sb tac gia khac con phat hién loai ki sinh
trung sét rét thir 5 gay nhiém cho ngu®i ma vén
di tir lau gay bénh cho cac loai linh trwdng la P,
knowlesi [2]. Tat ca dir liéu trén cho thay rang,
lodi P. ovale |a twong dbi hiém va chiém ti 1& rat
thap tai cac viing sét rét cta Viét Nam.

Trong nghién clru nay, ca bénh co thdi gian
U bénh khoang 20 ngay; trudc do ciing da nhiéu
l&n c6 mac sbt rét, sét khong cao (khodng 38°C)
va khéng c6 con sét dién hinh; dau dau nhe,
khong rdi loan tiéu héa; qua con sét, an udng binh
thuwong; lach 16n dd 1, khong thiéu mau trén 1am
sang. Ban dau, ca bénh dwoc chan doan sét rét
do P. vivax va dwa vao nghién cru hiéu lwc thubc

(Xem tiép trang 110)
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(Tiép theo trang 71)
chloroquin. Tuy nhién, do hinh thai hoc cé mét sé
diém dac biét va nghi ngd nhw hinh nahr trwong
phdng ctia hdng cau nhiém, c6 hinh ngon duéc, ¢
ria 16ng, hinh anh bao twong ddc chac hon so Vvoi
binh thuwdng.

Do vay, mét loat lam mau giot dac, giot dan va
gidy thAm dwoc 14y trén BN dé xac dinh lai do 2 ki
thuat vién kinh hién vi cap d6 1 ciia WHO soi dbi
chiéu va déu khang dinh 1a P. ovale. Nham x&c dinh
chinh xac ca bénh nay cé nhiém loai P. ovale don
thuan bén canh két qua hinh thai hoc hay khéng,
cac mau gidy thAm dwoc phan tich sinh hoc phan
tr PCR va Nested-PCR dé& khang dinh. Két qua
trung hop la nhiém don thuan loai P. ovale.

Vé phan tich phd hé di truyén, trong sb
cac loai gay nhiém cho khi, hinh thai hoc
Plasmodium schwetzi dwdng nhw cé lién quan
chat ché v&i P. ovale. Nam 2013, cac nghién
clru DNA phéan tich thanh Plasmodium ovale
curtisi va Plasmodium ovale wallikeri. Ca 2 loai
nay da dwoc xac dinh tai Ghana, Myanmar,
Nigeria, Sierra Leone, Sdo Tomé va Uganda.
Viéc phan tach cac dong (lineages) wéc tinh xay
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ra khoang 1-3,5 triéu nam trwéc va cac loai nay
dwdng nhw lién quan chat ché véi Plasmodium
malariae hon la Plasmodium vivax. Bac biét, hai
loai nay c6 sy khac nhau vé mat sinh hoc ma
trong do6 P. ovale wallikeri cé giai doan ng ngén
hon P. ovale curtisi. Do d6, viéc phan tich ca
bénh nay thudc loai nao |a can thiét dé gép phan
bd sung di liéu di truyén cla ki sinh trung sét
rét P. ovale tai Viét Nam.

5. KET LUAN.

Nghién ctru ca bénh xac dinh loai ki sinh trung
s6t rét bang phwong phan tich hinh thai hoc va sinh
hoc phan t&¢ déu xac dinh 2 BN nhiém P. ovale.
Hai phwong phéap trén déu la tiéu chuan vang chan
doan bénh va rat hiém khi dwoc st dung ddng thoi
trén cung mét BN. Nhw vay, Ninh Thuan va Khanh
Hoa dwoc cong nhan la noi cé sot rét lwu hanh véi
s c6 mat cta P. ovale.

Can c6 cac nghién ctru khac, phan tich cac bién
thé loai P. ovale curtisi hay P. ovale wallikeri ctia P,
ovale tai hai tinh nay.
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