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ABSTRACT

Objectives: Determining the prevalence of K, gene mutations, a marker of artemisinin
resistance, from 2016 to 2021 in the Central Highlands is essential to better understand the
status of malaria resistance in the region.

Methods: Total DNA was extracted and used in Nested-PCR techniques to identify four species
of malaria parasites; Sanger sequencing was performed to identify K, gene mutations.

Results: A total of 539 blood samples were collected from 2019 to 2021, along with 304
retrospective samples from 2016 to 2018 in Gia Lai, BDak Lak, and Dak Nong. The prevalence
of the C580Y mutation increased over the periods: in Gia Lai, it was 22.91% (2016-2017),
69.77% (2018-2019), and 98.18% (2020-2021); in Bak Lak, the rates were 44.78%, 87.95%,
and 86.07%; and in Dak Nong, they were 50%, 79.55%, and 100%. The K, gene mutations
identified as resistant according to WHO in Gia Lai were % types (C580Y, P553L, 1543T); in
bak Lak, 2/4 types (C580Y, R539T); and in Bak Nong, 2/3 types (C580Y, R539T, and the new
mutation F446I).

Conclusion: The majority of K , mutations in Gia Lai, Dak Lak, and Dak Nong are identified
as artemisinin-resistant mutations according to WHO, with C580Y being the most significant.
The increasing rates of these mutations over time may correlate with the clinical drug resistance
status in the region.
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TOM TAT
Muc tiéu: Xac dinh ty 1€ dot bién gen K ,, chi thi khang artemisinin, tir 2016-2021 tai mién
Trung-Tay Nguyén dé gop phan hiéu rd tinh trang KSTSR khang thudc tai khu vye.

Phu'o’ng phap nghién ciru: DNA téng s6 dugc tach chlet va su dung ky thuat Nested-PCR aé
xac dinh 4 loai ky sinh trung sot rét; PCR giai trinh ty bang phuong phap Sanger dé xac dinh
cac dot bién gen K.

Két qua: Tong cong 539 mau méu duoc thu thap tir 2019-2021 va 304 mau hoi ctru tir 2016-
2018 tai Gia Lai, Pak Lik va Dak Nong. Ty 1é dot bién C580Y ting dan qua cac giai doan: tai
Gia Lai: 22,91% (2016-2017), 69,77% (2018-2019), va 98,18% (2020-2021); ty 18 lan luot tai
Dk Lak: 44,78%, 87,95%, va 86,07%; va tai Bak Nong 1a 50%, 79,55%, va 100%. Cac dot
bién gen K, khang theo WHO tai Gia Lai 1a % loai (C580Y, P553L, [543T); bak Lak: 2/4 loai
(C580Y, R539T) bak Nong: 2/3 loai (C580Y, R539T va F446l).

Két ludn: Pa s6 dot bién K, tai Gia Lai, Dak Lak va Bak Nong déu 1a dot bién xac dinh khang
artemisinin theo WHO, trong do C580Y la quan trong nhat. Ty 1é dot bién nay ting qua cac giai
doan, co thé lién quan dén tinh trang khang thudc 1am sang trong khu vuc

Tir khéa: Plasmodium falciparum, khang artemisinin, chi diém phan tu.

1. PAT VAN PE

Artemisinin 1a mot thuéc ¢6 hiéu lyc va hiéu qua cao
d6i voi ky sinh tring st rét Plasmodium Spp- Tinh
hinh khang thudc artemisinin va giam nhay véi thude
phéi hop artemisinin (ACTs) do chung P. falczparum
da duoc ghi nhan tai mot s6 khu vuc thude Tiéu ving
song Mé Kong mo rong, ké ca Viét Nam da va dang de
doa dén thanh qua cong tac phong chdng va loai trir sot
rét. Bén canh do, viéc st dung chi thi phén tt dé xac
dinh céc chi dlem va dot bién phan tur lién quan khang
thudc trén quan thé ky sinh tring sét rét P falczparum
la huéng nghién ciu moi, hién dai bén canh cac thu
nghiém lam sang in vitro va in vivo.

Dén nay, cac dot bién trén gen K13 da duoc xac dinh la
chi thi phén tr cho khang atemisinin. V&i cac dir ligu
nghién ciu da dugc T chirc Y té thé gidi cong nhéan
cho thay P falczparum da khang artemisinin va ACTs
tai mot s tinh trén ca nudc, trong d6 c¢6 cac tinh thude

*Tac gia lién h¢

khu virec mién Trung-Tay Nguyén 1a Dak Nong, Gia Lai,

Pik Lak, Quang Nam, Khanh Hoa va Ninh Thuan véi

ty 1€ P. falczparum thé vo tinh ton tai ngay D3 cao trén
10% va c6 cac dot bién gen K, propeller.

Do d6, nghién ctru nay tién hanh nhim muyc tiéu khao
sat tmh trang khang artemisinin & mure do phan tir trong
giai doan 5 nam tr 2016 den 2021 dé hiéu 15 hon sy tién
ho4 va co ché khang thudc artemisinin .

2.POITUQNG & PHUONG PHAPNGHIEN CUU
2.1. Thiét ké nghién ciru

Nghién ciru cit ngang mé ta, hdi ciru s6 liéu va cac ky
thuat phong thi nghiém.

2.2. Pbi twong nghién ciru
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MAau mau kho trén glay thAim Whatman 3MM tir cac
bénh nhén sot rét nhidém loai P falczparum don thudn
hodc ph01 hop c6 P. falciparum tai cac Vung sot rét luu
hanh va cic co s kham chita bénh - noi bénh nhan dén
kham va diéu tri thudc ba tinh Gia Lai, Dak Lik, Dik
Nong.

2.3. Dia diém va thoi gian nghién ciru

Cac mau vat dugc thu thap tai 3 tinh thudc Tay Nguyén
bao gdom Gia Lai, Pak Lak va Dk Nong

Nghlen ctru duge tién hanh tir nam 2019 - 2021 va hoi
ctru cac s6 liéu tir nam 2016-2018.

2.4. C& mau

Co mau: thu thap mau thuan tién, thu thap tat ca cac
mau mau duong tinh vé&i P falczparum tir cac dia diém
nghlen ciu trong giai doan tir nam 2019 dén 2022 va
hoi ctru céc s0 liéu tr ndm 2016-2018.

2.5. Quy trinh nghién ciru va cac ky thuit sir dung
trong nghién ciru

- Quy trinh nghién cuu

—ﬂ Tach DNA ‘
!

‘Xa’c dinh 16ai Plasmodium spp ’—» So sénh véi két qua
1 soi lam

Xac dinh DB gen K3
khéang artemisinine

‘ Mau nghién cttu

- Cac ky thuat sir dung trong nghién ctru:

K¥ thuat tach chiét DNA tong sb (protocol ciia QIA-
GEN), Nested-PCR xac dinh 4 loai KSTSR (Snounou
va cong sy, 1993); Ky thuat PCR d€ thu nhan gen K,
(Ariey va cong su, 2014); Ky thuat giai trinh tu cac
doan gen K , theo phuong phap Sanger thuc hién trén
may ABI3500.

2.6. Phan tich va xir Iy so liéu

Sé liéu dugc phan tich trén phﬁn mém Geneious R8 va
Microsoft Excel.

3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Xac dinh loai ky sinh trung Plasmodium spp cia
cac mau nghién ciru

Nghién cttu phén tich tong cong 539 mau mau duge thu
thap tai cac diém nghién ctru va hoi ctru s6 liéu cua 304
mau trong giai doan tir nim 2016 dén 2018 cua cac tinh
Gia Lai, bak Lak va Bak Nong. Cac mau gidy thim co
chira KSTSR dwong tinh s& duogc tién hanh tach ch1et
DNA va dinh loai lai bang ky thuat nested-PCR. Két
qua dugc trinh bay qua Hinh 1 va duoc thé hién sy phan
b6 mau theo thoi gian va dia diém & Bang 1.

3 4

S Ladder 6 7

300bj

——— =
200bp

— e . —

100bp

Hinh 1. Két qué dién di dinh loai
cac mau P, falciparum

Ghi cht: (-); chung am; 1: chung dwong P. falciparum,
205 bp; 2-11: mau P, falciparum; M: thang chuan 100bp.

Bang 1. S6 lwgng cac miu mau nhiém P, falciparum
str dung trong nghién ciru

o Dia diém nghién ciru Téng
Thoi gian Gia | Pik | Pik | cong
Lai | Lak | Nong
2016-2017 179 | 83 42 | 304
2018-2019 86 83 44 | 213
2020-2021 165 | 79 82 | 326
Tong cong 430 | 245 | 168 | 843

Tong s mau phan tich trong nghién ctru nay 1a 843
mau. Trong do, mau thu thap tai Gia Lai la cao nhit
v6i 430 mau, va mau tai Dak Nong la thap nhat voi
168 mau.

S& lwong miu mau nhiém Pfalciparum
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Hinh 2. Biéu do phén b4 thoi gian va dia diém thu
thap mau KSTSR P. falciparum

3.2. Sw phin bd cic ddt bién gen K,, cua

P, falciparum lién quan khing artemisinin

Cac rnau sau khi da duogc xac dinh 1a P. falciparum sé
duoc tiép tuc thyc hién phan ing PCR dé thu nhén gen
ma hoa vung K ., v6i kich thudce ly thuyét 1a khoang
850bp. Sau khi phan tich so sanh cac trinh tu gen K |

thu nhan dugc tir qua trinh giai trinh ty bang phan mem
phan tich Geneious R8 cua 539 mau P, falczparum tai
cac diém nghlen clru, trong do tai Gia Lai 251 mau, bak
Lak 162 mau va bak Nong 1a 126 mau. Dong thoi thu
thap 5O liéu phén tich cac dot bién trén ving gen K,

cua 304 mau hoi ctru. i phat hién sy c6 mat cua 4 Vl
tri dot bién 1a R539T, C580Y, 1446F va A578S trong

= Crossrefd ) 7g5 “



N.TM. Trinh et al. / Vietnam Journal of Community Medicine, Vol. 65, Special Issue 12, 283-287

nhém mau nghién ciru va cac vi tri dot bién C580Y,
PS53L, 1543T, ES52Q, P574L, A481V trong nhom mau
hdi ctru. SO lwong va ty 18 ting loai dot bién thé hién
trong Bang 2.

Bang 2. S6 lwgng va ty 1€ cac dot bién

Ty & dot bién gen Pfkelch13

80%

60%

40% ]

20% B
0% . - -

trén gen K, tai cac dia diém I! e = & T N r
Th(‘)‘i gian 2016-2017 2018~ 2020~ Zﬂlg
Bia diém thu thap mau W Gia Lai (N =430) mD3kLik (N =245) }U_jiékNéng[N 168)
nghién ciru
Dot bién gen K, Gia Lai Dik Pik Hinh 3. Biéu d6 phén b cac djt bién gen K,
1a Lal Lak Nong propeller tai cic diém nghién ciru
(N=430) | (N=245) | (N=168)
3.3. So sanh cac loai dot bién tai cac diém nghién ciru
2016-2017 theo phan loai cia WHO (2018)
V) ) 0,
Pfkelch13-C580Y (%31’/91173’) gézgg (25 10/4{02) Béng 3. So sanh loai djt bién vé6i phan loai
" cac dot bién K,, theo WHO (2018)
Pfkelch13- A481V | 0% ?3%3/; 0%
So sanh theo phan
0,006% pié Tv 1é tirne loai | 10ai WHO (WHO
Pfkelch13- 1543T 0% 0% 1em y 1€ tung loal : ’
e (1/179) ° ° nghién | dot bién gen 2018)
8,43% ciru K, Dot bién A
Ptkelch13- E552Q 0% (7/183) 0% K, Phén loai
Pfkelch13- PSS3L (%/11270/;) 0% 0% P441L | Lién quan(1)
S F4461 | Xac dinh(2)
- 170 C580Y A
Pfkelch13- P574L 0% (2/83) 0% — (1=263) P553L G449A | Lién quan(1)
2018-2019 (n f 4336) (n=2) A578S | C469F |Lién quan(1l)
=1) I543T .
69,77% | 87,95% | 79,55% o ):1 N458Y | Xac dinh(2)
Pfkelch13-C580Y (n=1)
(60/86) | (73/83) | (35/44) M4761 | Xac dinh(2)
2020-2021 A481V | Lién quan(1)
98,18% | 86,07% 100% . .
Ptkelch13-C580Y (162/165) | (68/79) | (82/82) Y493H | Xac dinh(2)
127% | 13% C580Y P527H | Lién quan(1)
Pfkelch13-R539T 0% 70 Uiga (n=179) —
( ) ( ) Pak Lak | P574L (n=2) N5371 | Lién quan(1)
Pfkelch13 25,6% (n=245) | A481V (n=3) ia
C580Y+F4461 0% 0% 1 2182) E552Q (n=7) |0V _|Lién quan(l)
1.006% . . R539T (n=1) | R539T | Xéc dinh(2)
Plkelch13-AST8S |~ /165y | 0% 0% 1543T | Xac dinh(2)
Nhu vy, tai 3 tinh Gia Lai, Dak Lak va Bak Nong déu P553L | Xac dinh(2)
c6 sy xuat hién cua dot bién C580Y trong giai doan R561H | Xac dinh(2)
tir nam 2016 dén 2021. Tai Gia Lai, ty 1& xuat hién —
dot bién C580Y la 22 91%(41/179), 69,77% (60/86), Pik C580Y V568G | Lién quan(l)
98,18%(162/165) twong {ing voi giai doan 2016-2017, | Nong (n Rs(;;TBng P574L | Lién quan(1)
2018-2019, 20202021, ty I¢ ndy ¢6 sy tang din qua | =168) | 13,0 (251) c i
cac nam. Tai Bak Lak, ty 1¢ xuat hi¢n dot bien C580Y (n=21) 580Y | Xdc dinh(2)
a 44,78% (38/83), 87,95% (73/83), 86,07% (68/79) F6731 |Lién quan(l)
tuong ng voi giai doan 2016-2017, 2018-2019, 2020- A675V | Lién quan(1)

2021. Tai Dak Nong, ty 1¢ xuét hién dot bién C580Y la
50% (21/42),79,55% (35/44), 100% (82/82) tuong ung
véi giai doan 2016-2017,2018-2019,2020-2021, twong
tu ty 1€ nay cling gia tang trong giai doan nghién ctru.
Bén canh do, con co6 sy cac dot bién khac trong ving
gen K . vai ty 1€ nho.
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(1)Lién quan (associated) la phdn logi djt bién c6 lién
quan dén khang thuéc P, falciparum

(2) Xdc dinh (confirmed) la phan logi xdc dinh khang
thuoc do P. falciparum

Tai diém Gia Lai, xac dinh duoc 4 loai dot bién trén
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vung gen K, propeller, trong d6 c6 3 dot bién 1a dot
blen Xac dll’lh khang artemisinin theo phéan loai cua
T6 chire Y té thé gioi (WHO, 2018) 1a C580Y, PSS3L,
1543T. Tai bak Lak, xac dinh dugc 4 loai dot blen trén
vung gen K, propeller, trong d6 c6 2 dot blen la dot
blen xac dlnh khang theo phan loai ctia T chirc Y
té thé g101 (WHO, 2018) la C580Y, R539T. Tai bak
Néng, xac dinh dugc 3 loai dot bién trén vung gen K,
propeller, trong d6 c6 2 dot bién 1a dot blen Xac dlnh
khang theo phan loai ctia T6 chirc Y te thé g101 (WHO,
2018) 1a C580Y, R539T va mot dot bién mai F446].

4. BAN LUAN

Phan tich vang gen K, propeller cta tong s6 843 mau
phan lap P, falczparum tai 3 tinh Gia Lai, Dak Lak va
bak Nong ctia khu vuc Tay Nguyén cho thdy sy xuét
hién cac dot bién C580Y, F4461, R539T, A578S, P553L,
1543T, E552Q, P574L va A481V.

Dot bién C580Y duoc tim thiy trén cac mau phan lap P

Jalciparum tai ca 3 tinh Tay Nguyén vdi ty I¢ twong dbi
cao. Dot bién nay duoc xac nhén Ia c6 lién quan dén qua
trinh chdm lam sach KST thé vo tinh cta P Jalciparum
da dugc xac nhan lai bang nhiing thir nghiém bang thir
nghiém in vivo va in vitro (WHO, 2018) day la dot
bién pho bién nhét tai khu vuc Tiéu vung Song Mé
Kong mé rong (Ariey vacs., 2014). Ngoal ra, trong khu
vuc ciing ¢6 sy xudt hién cac dot bién xac dinh khang
artemisinin da dugc TCYTTG cong nhan (WHO, 2018)
nhu F4461, R539T, 1543T va P553L. Trong d6 co sy
xuét hién dot b1en F4461, luu hanh ¢ khu vuc Myanma
va Trung Qubc, day 1a dot bién dugc cho la lién quan
dén cham “thanh thai _hay lam sach” thé vo tinh cua P
falciparum sau khi diéu tri bang artemisinin.

Tinh trang khang artemisinin va céc thudc phdi hop
& cAp do phan tir dd lan rong cac tinh trong khu vuc
Tay Nguyen cac chi thi phén tr khang artemisinin c6
su gia tang theo thoi glan cu thé theo nghlen clru cua
Huynh Hong Quang va cong sy (2016) xac dinh ty 1€
dot bién C580Y tai Gia Lai 1a 36,5% va tai Dak Nong
1a 24,6%; nghién ctru ctia Nguyén Thi Minh Trinh va
cong sy (2016) cling da xac dinh tai Gia Lai 1a 11,59%
(11/96); trong nghién ctru néy ty 1€ giai doan 2016-2017
14 22.91% dén 50%, g1a1 doan 2018-2019 1a 69,77%
dén 87,95% va trong giai doan 2020-2021 tang len dén
98,18% va 100% ¢ Gia Lai va Bak Nong Didu nay cho
thay tinh trang khang artemisinin ngdy cang gia tang
va m¢ rong vung phan | b, c6 nhirng khu vuc trude kia
khong xudt hién dot bién khang hodc ty 1¢ thap thi glal
doan 2020-2021 da tang cao voi ty 1€ trén 80% ¢ cac
diém nghién ctru.

Két qua nay cung voi ty 1€ that bai diéu tri trén 1am sang
va ty 1€ thé vo tinh con ton tai ngay D3 cho thy buic
tranh khang thudc cap do phan tr ¢ khu vuc Tay
Nguyen va ¢ Viét Nam dang & mtrc canh bdo; didu
nay da duge chung minh bang viéc thay ddi Chll‘lh sach
thude sdt rét chuyén tir DHA- PPQ sang dung pyronaridine
tetraphosphate-artesunate phd bién tir cubi ndm 2020 dén nay.

Hién nay, tinh trang khang thudc lan rong va giam nhay
v mét so thuoc ¢6 hi¢u lyc cao hién dung trong Chinh
sach thude sot rét Qubc gia nhu hi¢n nay c6 xu huéng
lan rong, néu khong ¢ thude tmg vién thay the la mot
théch thirc. Trong thyc hanh 1dm sang diéu tri sot rétdo
P, falciparum tai Viét Nam 1a chi dinh ding thudc phdi
hop artesunate- pyronandlne (Pyrarnax®) con hiéu lyc
cao, song ty I¢ ton tai thé vo tinh ngay D3 duong tinh
con cao trén 30%, dong th01 céc chi diém phan tu dot
bién gen K ,, dac biét kiéu gen C580Y lién quan dén
khéng artesunate trong thanh phan thir nhét cia vién
Pyramax trén quan thé P, falciparum 1a tinh trang khéng
thuoc mot phan dbi voi artesunate, diéu do chi ra chiing
ta can nghlen ciru glam sat hi€u luc thudc in vivo trén
1am sang va nén vigc su dung va theo doi giam sat hi¢u
lyc thudce thudng xuyén 1a can thiét.

5. KET LUAN

- Tai Gia Lai, ty 1& xuit hién dot bién C580Y la
22 91%(41/179) 69,77% (60/86), 98,18%(162/165)
tuong (mg voi giai doan 2016-2017, 2018-2019, 2020-
2021. Tai Pak Lak, ty 1& xuét hién dot bién C5 80Y la
44,78% (38/83) 87,95% (73/83), 86,07% (68/79) tuong
Umg véi giai doan 2016-2017, 2018-2019, 2020-2021.

Tai Pik Nong, ty 1¢ xuat hlen dot bién C580Y la 50%
(21/42), 79,55% (35/44), 100% (82/82) twong ung voi
giai doan 2016-2017, 2018-2019, 2020-2021.

- Tai Gia Lai, xac dinh dugc 4 loai dot bién trén Vung
gen K . propeller, trong d6 c6 3 dot bién 1a dot bién xac
dinh khang artemisinin theo phan loai ctia T6 chirc Y
té thé gigi (WHO, 2018) 1a C580Y, PSS3L, I543T. Tai
Bak Lak, xac dinh dugc 4 loai dot bién trén Vung gen

K, propeller, trong d6 ¢6 2 dot bién 14 dot b1en xac dinh
khang theo phan loai ciia T6 chirc Y té thé gioi (WHO,
2018) 1a C580Y, R539T. Tai Dak Nong, xac dinh dugc
3 loai dot bién trén Vung gen K, propeller, trong d6 c6
2 dot bién la dot blen xac dinh khang theo phan loai cta
T chuc Y té the g101 (WHO, 2018) la C580Y, R539T
va mot dot bién mai F4461.
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