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ABSTRACT

Objective: Determing the molecular markers related to drug resistance in P. falciparum
populations in four provinces of the Central Highlands.

Research methods: Extracted total DNA was used for Nested-PCR techniques to identify four
species of malaria parasites; PCR to capture the K13, Exonuclease, and Pfcrt genes; Sanger
sequencing to sequence these gene fragments; and realtime-PCR to identify polymorphisms in
the plasmepsin2 and Pfindrl genes.

Results: The study revealed a high prevalence of the C580Y mutation in P. falciparum, which is
associated with artemisinin resistance, along with the E415G mutation in the Exonuclease gene
and polymorphisms in plasmepsin2 related to piperaquine resistance. Mutations in the Pfcrt
gene, such as K76T and A220S (linked to chloroquine resistance), F1451 (related to piperaquine
resistance), and polymorphisms in the Pfmdrl gene (associated with mefloquine resistance)
were also identified.

Conclusion: The study identified K , mutations related to artemisinin resistance, the
Exonuclease E415G mutation associated with piperaquine resistance, Pfcrt mutations linked
to chloroquine resistance, as well as plasmepsin2 and Pfindrl polymorphisms related to
piperaquine and mefloquine resistance.
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TOM TAT
Muc tiéu: Xac dinh cac chi diém phan tir lién quan khang thudc trén quan thé P, falciparum tai
bdn tinh Tay Nguyén

Phwong phap nghlen ciru: DNA tong s6 sau khi dugc tach chiét duoc sir dung cho cac ky thuat
Nested-PCR dé xéac dinh 4 loai ky sinh trung sot rét; PCR dé thu nhan cac gen K13, Exonuclease
va Pfert,; glal trinh ty cac doan gen nay bang phuong phap Sanger; va sir dung realtime-PCR dé
xéc dinh cac bién thé gen plasmepsin2 va Pfindrl.

Két qua: Nghlen ctru phat hién ty 1€ cao dot bién C580Y trong P. falciparum li€n quan khang
artemisinin, cung dot bién E415G trén gen Exonuclease va bién thé plasmepsin2 li€n quan
khang piperaquin. Cac dot bién Pfert nhu K76T, A220S (lién quan dén khang chloroquine),
F145I (lién quan dén khang piperaquin), va bién thé Pfindr! (lién quan dén khang mefloquine)
cling dugc ghi nhan.

Két lufin: Nghién ctru da xac dinh duge cac dot b1en gen K13 lién quan dén khang artemisinin,
dot bién E415G trén gen Exonuclease li€n quan dén khang piperaquin, cac dot bién trén gen
Pfert lién quan dén khang chloroquine, cing véi cac bién thé plasmepsin2 va PfmdrI lién quan
dén khang piperaquin va mefloquine

Tir khéa: Plasmodium falciparum, khang thudc sdt rét, chi diém phén tu.

1. PAT VAN PE

Tinh hinh khang thudc artemisinin va giam nhay véi
thudc phdi hop co thanh phan artemisinin (ACTs) do
P. falciparum dugc xac dinh tai Tiéu vung Song Mé
Ko6ng mé rong da va dang de doa dén thanh qua phong
chéng va loai trir st rét.

Hién nay, viéc ding chi diém phan tir lién quan khang
thudc trén quan thé ky sinh trung P, falciparum 1a hudéng
nghién ctru méi bén canh cac tht nghiém in vitro va in
Vivo.

*Tac gia lién h¢

Dé thuc déy nhanh 19 trinh loai trir s6t rét, nhiéu quéc
gia ting cuong kha ning tiép can cac liéu phap ACTs
dic biét 1a 6 Pong Nam A. Viéc nay du 1am giam ty 1¢
méc bénh nhung lai tao ap luc chon lgc, dan dén tang
khang artemisinin va ACTs. Piéu quan trong 1a phat
trién chién lugc nham giam ap luc chon loc va lan rong
chung P, falciparum khang thudc trong khi van dam bao
uu tién giam ty 16 méc va tir vong [2].

Do d6, nghién ctru dugc thyc hién véi muyc ti€u xac dinh
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cac chi diém phan tir lién quan khang thudc trén quan
thé P, falciparum tai bbn tinh Ty Nguyén dé theo doi
phan bé, ban d6 phan bd khang thudc, dong thoi hiéu rd
hon su tién hoa va co ché khang thude, ké ca artemisinin
va cac ACTs.

2. POI TUQNG VA PHUONG PHAPNGHIEN CUU
2.1. Thiét ké nghién ctru

Thiét ké nghién ctru ngang mo ta va k¥ thuat phong thi
nghiém.

2.2. Pbi twong nghién ciru

Méu mau kho trén gidy thim Whatman 3MM tir cac

bénh nhan sot rét nhidm loai P. falciparum don thuin
hoic phdi hop c6 P. falciparum tai cac vung st rét luu
hanh va cac co s¢ kham chita bénh - noi bénh nhan dén
kham va diéu tri thudc bdn tinh Tay Nguyén.

2.3. Pia diém va thoi gian nghién ciru

Céac mau vat dugc thu thap tai 4 tinh thudc Tay Nguyén
bao gom Gia Lai, ik Lak, Dak Nong va Kon Tum.
Nghién ctru duge tién hanh tir nam 2019 - 2022.

2.4. Co miu

C& mau: Thu thap mau thuan tién, thu thap tat ca cac
mAau mau duong tinh v6i P. falciparum tix cic dia diém
nghién ctru trong giai doan tir nam 2019 dén 2022

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

- Quy trinh nghién cvru

l

Xac dinh loai
Plasmodium spp

Xéc dinh bién
thé da hinh
plasmepsin2 va
ExoE415G lién
quan khang
piperaquine

Xac dinh DB
gen K3 khang
artemisinine

- Cdc ky thudt sw dung trong nghién ciru:

So sanh véi két qua
soi lam

Xic dinh bién
thé da hinh gen
Pfindrl lien
quan khang
mefloquine

Xac dinh DB
gen Pfert lién
quan khang

CcQ

+ K thuat tich chiét DNA tong s6 (protocol cia QIAGEN), Nested-PCR xéc dinh 4 loai KSTSR (Snounou v cs.,
1993); K¥ thuat PCR dé thu nhan gen K, (Ariey va cs., 2014), gen Exonuclease (Amato va cong su, 2017), gen
Pfert (Chen va cong sy, 2003); K§ thuat giai trinh tu cac doan gen K, gen Exonuclease, gen Pfcrt theo phuong
phép Sanger thuc hién trén may ABI3500; K§ thuat realtime-PCR xéc dinh bién thé da hinh gen plasmepsin 2
(Megan R. Ansbro va cong su, 2020) va Pfindrl (Marina Chavchich va cdng sy, 2010).

2.6. Phan tich va xir Iy s6 liéu

-S6 liéu duoc phan tich trén phén mém Geneious RS, phén mém R va Microsoft Excel
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3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Xéc dinh loai ky sinh tring Plasmodium spp. ciia cic miu nghién ciru

Tong cong 562 mau méau duoc thu thap tai cac dlem nghién ctru. Cac mau gidy tham ¢6 chira KSTSR duong tinh
s€ dugc tien hanh tach chlet DNA va dinh loai lai bing ky thuat nested-PCR. Két qua dugc trinh bay qua Hinh 1
va dugc thé hién sy phan bd mau theo thoi gian va dia diém & Hinh 2.

-y 1 2 3 4 5 Ladder 6 7 8 9 10 11

205bp

Hinh 1. Két qua dién di dinh loai cic miu P. falciparum.
Ghi chii: (-); chitng dm; 1: Chirng dwong P, falciparum,205 bp; 2-11: mdu P, falciparum; M: thang chudn 100bp.
3.2. Két qua x4c dinh dt bién diém trén gen K , cia P, falciparum
Céc mau sau khi da duoc xac dinh 1a P, falciparum s& duoc tiép tuc thyc hién phan v ng PCR dé thu nhan gen ma
hda ving K13, voi kich thuoc 1y thuyet 1a khoang 850bp. Sau khi phan tich so sanh céc trinh ty gen K, thu nhan
duogc tur qua trinh giai trinh tu bang phan mém phén tich Geneious R8 cua 562 mau P. falciparum tal cac diém
nghién cuu, trong do tai Kon Tum ¢6 23 mau, Gia Lai 251 mau, Dik Lik 162 mau va Pik Nong 1 126 mau. ba

phat hi¢n sy c6 mat cua 4 vi tri dot bién 1a R539T, C580Y, F4461 va A578S. S6 luong va ty 1& ting loai dot bién
thé hién trong Bang 3.5.

Bang 1. S6 lwrgng va ty 1¢ cac ddt bién trén gen K,, tai cac dia diém

Pia diém thu thiap miu nghién ctru

Thoi Dot bién Kon Tum Gia Lai Pik Lik Piik Nong

gian gen K .

(N =23) (N = 251) (N = 162) (N = 126)
Pfkelch13-C580Y | 30,43% (7/23) | 69,77% (60/86) | 87,95% (73/83) | 79,55% (35/44)

20 Pfkelch13-R539T | 8,70% (2/23) 0% 0% 0%
Pfkelch13-C580Y ] 98,88% (88/89) | 77.08% (37/48) | 100% (82/82)

5020 | Pfkelchi3-R539T - 0% 2,1% (1/48) 1,3% (1/82)

ol ; 0% 0% 25,6% (21/32)
Pfkelch13-C580Y ] 97.4% (74/76) | 100% (31/31) ]

2021 | Pfkelchl3-R539T ] 0% 0% .
Pfkelch13-A578S - 1,32% (1/76) 0% -
Pfkelch13-C580Y | 30.43% (7/23) | 88,45% (222/251) | 87,04% (141/162) | 87,3% (110/126)

Tong | PRICRI3-RS3T | 8,70% (2123) 0% 0,62% (1/162) | 0,79% (1/126)

cong | LpkelchlS ] 0% 0% 16,67% (21/126)
Pfkelch13-4578S 0,40% (1/251) 0% 0%
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Nhu vay, tai 4 tinh Ty Nguyén di ghi nhan sy co6 mat cua dot bién C580Y voi ty 1€ twong dbi cao 88,45%
(222/251), 87,04% (141/162), 87,3% (1 10/126) tuong Gmg ¢ cac vung sot rét uu hanh cua tinh Gia Lai, Dak Lak,
bak Nong, rleng tai Kon Tum ty 1 dot bién nay khong cao bang chi 30,43% (7/23); dac bi€t phat hién sy ¢6 mat
ctia dot bién méi F4461 véi ty 18 1a 16,67% (21/126) trong nhom mau ciia Dk Nong; va mot ty 1& nho dot bién
R539T va A578S.

2021

1.3% 13%

97.4%

.|Allele

C580Y
C580Y+I1446F
R539T

. wr 25.6%

Allele

C580Y
R539T
wr

Allele

AS78S
: C580Y
wT

70.7%

(n=82)

Hinh 2. Ban d6 phan bd cac dot bién gen K|, propeller tai cac diém nghién ciru

3.3. Két qua xac dinh bién thé da hinh gen plasmepsin 2 va exonuclease lién quan dén khang piperaquine
phosphate caa P, falciparum

Qua phén tich realtime-PCR st dung probe dé phat hién bién thé da hinh trén gen ijplasmepst va gidi trinh tu
phat hién dot bién diém exonuclease E415G trong d6 tai Kon Tum ¢6 23 rnau Gia Lai 1a 251 mau, bak Lak 162
méu va Dak Nong 1 126 mau. Két qua phan tich sé lugng va ty 1& dugc thé hién trong Bang 2 va Hinh 3.

Bang 2. S6 lwong va ty 1é bién thé da hinh gen Pfplasmepsin2 va exonuclease tai diém nghién ciru

Dia diém nghién ctru

Thoi

gian Dot bién Kon Tum Gia Lai Pik Lik Pik Nong
(N =23) (N =251) (N = 162) (N = 126)
Pfplasmepsin2
8,70% 69,77% 42.17% 34,00%

2019 | BfPM2CNV (>1,5) (2/23) (60/86) (35/83) (15/44)
58.40% 79.17% 31,71

2020 | BfPM2CNV (>1,5) - (52/89) (38/48) (26/82)
1,32% 19.35%

2021 | PPM2CNV (>1,5) - (e & ;

Tong 45,82% 48,77% 32,54%

s6 | PPM2CNV(>15) | 8.70%(2/23) (113/251) (79/162) (41/126)
Dt bién Exo E415G
. . 49,40% .

2019 Exo E415G 30,43% (7/23) | 12,79% (11/86) R 54,55% (24/44)
1,12% 4,17%

2020 Exo E415G - ’ 59,75% (49/82

X0 (1/89) (2/48) 5% (49/82)

3,95% 80,60%

2021 Exo E415G ; Ghe oI -

Tong 5,98% 41,98% 57,94%

s Exo E415G 30,43% (7/23) (15/251) (68/162) (73/126)
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Nhu vay, tai Kon Tum, Gia Lai, Pak Lik, Dak Nong tir nim 2019 dén 2021 di ghi nhan sy c6 mit ctia bién thé
da hinh gen plasmepsin 2 véi ty 1€ twong Umg cho tung tinh ¢ trén 1a 8,7% (2/23), 45,82% (113/251), 48,77%
(79/162) va 32,54% (41/126). Bong thoi ghi nhan c6 mat dot bién exonuclease E415G voi ty 18 twong tmg & ting
tinh 30,43% (7/23), 5,98% (15/251), 41,98% (68/162) va 57,94% (73/126).

(n=23) 132.8%

7.4
% . Allele so.s's. g Allele
Exo E4156 S N B
pm23 3.6% 4.8% pm23
N pm23+Exo E415G pm23+Exo E415G
Y wT

Allele

Exo E415G
pm23

- Pm23+Exo E415G
WT

Hinh 3. Ban do phan bo sy xuat hién cac dot bién gen exonuclease
va plasmepsin?2 tai cac tinh nghién ciru

3.4. Két qua xac dinh cac dot bién diém trén gen Pfcrt ciia P. falciparum

Céc mau P, falciparum dugc tiép tuc thuc hién phan ung PCR dé thu nhan cac doan gen Pfcrt. Két qua phén tich
so sanh céc trinh ty gen Pfcrt thu nhan dugc tir giai trinh tu bang phan mém phan tich Geneious R8 cua 562 mau
phan 1ap P, falciparum tai cac diém nghién ctru dugc thé hién qua sé lugng va ty 18 cac dot bién trong bang dudi.

Bang 3. S6 lwgng va ty 18 dot bién trén gen Pfcrt tai diém nghién ciru

) Pia diém nghién ciru
Thoi Dot bien Kon Tum Gia Lai Pak Lik Pik Nong
gian gen Pfcrt
(N =123) (N =251) (N=162) (N = 126)
Pfert (72-76 CVIET) 95% (22/23) | 100% (36/36) | 95.2% (79/83) | 100% (44/44)
Pfert (72-76 CVIDT) 4,3% (1/23) 0% 2.4% (2/83) 0%
Pfert (72-76 CVVET) 0% 0% 1,2% (1/83) 0%
Pfert (72-76 WGIET) 0% 0% 1,2% (1/83) 0%
5019 Pfert FI451 0% 0% 2.4% (2/83) | 18,2% (8/44)
Pfert T93S 13% (3/23) | 1.2% (1/36) %fs%g/; 11,36% (5/44)
Pfert HO7Y 4,3% (1/23) 0% 6,02% (5/83) | 15.9% (7/44)
Pfert I218F 0% 0% 4,82% (4/83) | 2,3% (1/44)
Pfert 42208 100% 100% 100% 100%
Pfert (72-76 CVIET) i 100% (89/89) | 100% (48/48) | 100% (82/82)
Pfert FI451 : 0% 42% (2/48) | 6,1% (5/82)
0 Pfert T93S . 5.6% (5/89) 0% 56,1% (46/82)
Pfert 1218F i 0% 0% 6,1% (5/2)
Pfert 1218V i 0% 0% 2.4% (2/82)
Pfert 42208 . 100% 100% 100%
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. Pia diém nghién ciru

;‘;‘: g*)e‘i’lt’?]‘,z;‘t Kon Tum Gia Lai Pik Lik Pik Nong
(N =23) (N =251) (N =162) (N = 126)

Pfert (72-76 CVIET) - 100% (76/76) | 100% (31/31) -

Pfert FI1451 ] 0% 6,45% (2/31) -

2021 74,19%
Pfert T93S ; 1,3% (1/76) v ;
Pfert A220S - 100% 100% -

Nhu Vay, trong sd 562 mau phan lap P, Jalciparum thu thap tai 4 tinh nghién ctru, két qua phén tich dot bién
trén vung gen Pfcrt ghi nhan sy c6 mat 4 kiéu motif ctia viing 72-76 1a CVIET, CVIDT, CVVET va WGIET va
5 loai d6t bién khac 1a gdm Pfert F1451, Pfert T93S, Pfert H9TY, Pfert 1218F va Pfert A220S. Trong do, kiéu
motif CVIET cua vung gen 72-76 va Pfcrt A220S chiém wu the vai ty 1€ gan nhu tuyét doi, ty 1€ thu duge hau nhu
100% & cac diém nghién ctru trir nhém mau tai Kon Tum va Pak Lik nam 2019.

3.5. Két qua xac dinh bién thé da hinh ciia gen Pfndrl cia P. falciparum

Qua phan tich realtime-PCR st dung probe dé phat hi¢n bién thé da hinh trén gen Pfimdrl, trong d6 tai Kon Tum
¢6 23 mau, Gia Lai 1a 251 mau, bak Lak 162 mau va Pak Nong 14 126 mau. Két qua phan tich so luong va ty 1€

duogc thé hién trong Bang 5.

Bang 4. S6 lwong va ty 1¢ bién thé da hinh gen PfmdrI tai cac dia diém

Pia diém nghién ctru
g::l’ Pot bién Kon Tum Gia Lai Pik Lik Pik Nong
(N =23) (N =251) (N =162) (N = 126)
2019 | Pfindrl CNV(>1,5) | 870%(223) | 5.81% (5/86) | 15,66% (13/83) | 15,91% (7/44)
2020 | Pfindrl CNV (>1,5) ; 0% 14,58% (7/48) | 28,10% (23/82)
2021 | Pfindrl CNV (>1,5) - 1,32% (1/76) | 35,50% (11/31) -
ngg Pfindrl CNV (>1,5) | 8,70% (2/23) | 2,39% (6/251) | 19,14% (31/162) | 23,81% (30/126)

Nhu vay, tai cac tinh Kon Tum, Gia Lai, Pak Lak, Bak
Nong tir nam 2019 - 2021 ghi nhan sy c6 mit bién thé
da hinh gen Pfindrl véi ty 1€ tuong ung cho tung tinh
o trén 1a 8,7% (2/23), 2,39% (6/251), 19,14% (31/162)
va 23,81% (30/126).

4. BAN LUAN

Phén tich vung gen K, propeller cua 562 mau phan
lap P falczparum tai khu vuc Tay Nguyén cho thay su
xuét hién cac dot bién C580Y, F446I, R539T va AS78S.
Dot bién C580Y dugc tim thay trén cac mau phan lap
P, falciparum tai ca 4 tinh Tay Nguyén voi ty 1€ tuong
doi cao 88,45% (222/251) 87,04% (141/162), 87,3%
(110/ 126) twong ung tai cac tinh Gia Lai, Dak Lak, Dak
Nong, riéng tai tinh Kon Tum thi ty 1& dot bién nay
chi ¢6 30,43% (7/23). Dot bién nay cung la dot bién
chu yéu duoc phat hién trong nghi€n cttu cua Ariey va
cOng sy (2014) va la dot bién pho bién nhét tai khu vuc
Tiéu viing Song Mé Koéng ma rong véi ty 16 chiém 85%

trong tong sO cac dot bién dugc quan sat, ciing voi cac
dot blen c6 ¥ nghia khac la R539T va Y493H. bay la
dot blen chinh duoc tim thiy trong cac nghién ciu vé
do6t bién trén ving gen K, trong khu vuc Tiéu ving
Song M¢é Kong. Ngoai ra, dot bién nay dugc xac nhan
1a ¢6 lién quan dén qua trinh cham lam sach KST the
v tinh cta P. falciparum da duge xac nhéan lai béng
nhitng thir nghiém bang thtr nghiém in vivo va in vitro
(WHO, 2018).

D6i v6i cac chi diém phan tir khang thudc piperquine,
da tim théy su ¢6 mat cia dot bién E415G trén gen
exonuclease va bién thé da hinh gen plasmepsin2. Véi
cac dir ligu ty 1€ that bai trén 10%, ty 1€ bénh nhan con
ton tai thé vo tinh trén 10%, dong thoi trén cac phén lap
P. falciparum c6 xuét hién ca dot bién gen K, va ting
sO ban sao plasmepsine biéu hién khang ca dan suat
artemisinine la dihydroartemisinine va piperaquine
phosphate, nén di minh chung chung P. falciparum
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khang ca hai thanh phan trong vién DHA-PPQ diéu nay
gitip bd sung dir liéu gop phin co sé thay dbi chinh
sach thude st rét qudc gia tir thude DHA-PPQ chuyén
sang dung pyronaridine tetraphosphate-artesunate
(Pyramax®) phd bién tir cudi nim 2020 dén nay.

Qua két qua phan tich cac dot bién trén ving gen Pfert,
cho thdy dot bién K76T va A2208S duoc tim thdy ¢ tat ca
phan lap KST, cho thiy vai tro thiét yéu ciia chiing trong
khang chloroquine. Bén canh d6, da xac dinh thém dot
bién F145I trong vung gen Pfert, dot bién nay duoc
chtng minh c6 lién quan dén thit bai diéu tri DHA-PPQ
sau khi diéu chinh sy hién dién cua bién thé da hinh gen
plasmepsin2-3 va lién quan dén giam d6 nhay PPQ.

Trong s6 562 mau phan 1ap P. falciparum d ghi nhan
su c6 mit cta bién thé da hinh gen Pfmdrl tai 4 tinh
Tay Nguyén nghién ciru. Dot bién nay trén gen Pfindrl
cling dugc tim thay tai cac tinh thuoc Campuchia trong
nghiém ctru ciia Amato va cong su (2017). TCYTTG
cling dd x4c nhén sy gia ting s lwong ban sao cua gen
Pfindrl c6 lién quan d&én khang mefloquine (WHO,
2022).

5.KET LUAN

- Ty 1& dot bién C580Y trén quén thé P falciparum
lan luot 30,43% (7/23), 88,45% (222/251); 87,04%
(141/162); 87,3% (110/126) tai tinh Kon Tum, Gia Lai,
bak Lak, bak Nong lién quan khang artemisinin;

- Kiéu gen dot bién mai F4461 16,67% (21/126) tai Dak
Nong va R539T 8,7% (2/23); 0,62% (1/162); 0,79%
(1/126) 1an lugt & Kon Tum, Dik Lak, Dik Nong;

- Bién thé da hinh gen plasmepsin2 lién quan khang
piperaquine phosphate voi ty 1€ 8,7% (2/23); 45,82%
(113/251);  48,77% (79/162); 32,54% (41/126)
twong Ung ghi nhan tai tinh Kon Tum, Gia Lai,
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bak Lak, bak Nong;

- Xé4c dinh d6t bién E415G trén gen exonuclease cua
P. falciparum lién quan khang piperaquine phosphate
lan luot tai Kon Tum, Gia Lai, Pak Lak, Pik Nong
1a 30,43% (7/23); 5,98% (15/251); 41,98% (68/162);
57,94% (73/126);

- Phat hién 4 kiéu motif vang 72-76 1a CVIET, CVIDT,
CVVET va WGIET va 5 dot bién Pfert F1451, Pfert
T93S, Pfert H97Y, Pfert 1218F, Pfert A220S trén quan
thé P. falciparum khang chloroquin. Trong d6, motif
CVIET vung gen 72-76 (95-100%) va Pfcr tA220S
(100%) & tét ca 4 tinh;

- Xac dinh bién thé da hinh ciia gen Pfindrl trén quan
thé P, falciparum lién quan khang mefloquine tai Kon
Tum, Gia Lai, BDak Lak, Pak Nong voi ty 1€ tuong
ung 8,7% (2/23); 2,39% (6/251); 19,14% (31/162) va
23,81% (30/126).
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