VIEN HAN LAM KHOA HQC VA CONG NGHE VIET NAM
VIEN SINH THAI VA TAI NGUYEN SINH VAT

NGUYEN THI KHUE

NGHIEN CUU GIAI TRINH TU VUNG GEN

TRONG HE GEN TY THE CUA LOAI SAN LA RUQT NHO
HAPLORCHIS TAICHUI PHAN LAP TAI VIET NAM

LUAN VAN THAC Si SINH HQOC

Ha N¢i — 12/2013

Sé héa bsi Trung tam Hoc liéu http://www.lrc-tnu.edu.vn/




VIEN HAN LAM KHOA HQC VA CONG NGHE VIET NAM
VIEN SINH THAI VA TAI NGUYEN SINH VAT

Nguyén Thi Khué

Nghién ciu giai trinh tw ving gen trong hé gen ty thé

cua loai san la ruot nhé Haplorchis taichui phan lap tai Viét Nam

Chuyén nganh: Sinh hec thuc nghiém

Ma s © 60 42 01 14

LUAN VAN THAC SI SINH HQC

Nguwoi hwong dan: PGS.TS. LE THANH HOA

Vién Cong nghé sinh hoc

Ha N¢i — 12/2013

Sé héa bsi Trung tam Hoc liéu http://www.lrc-tnu.edu.vn/




MO PAU

San I& ruét nhé nguyén nhan gay ra bénh san la ruét nho (haplorchiasis), mot
bénh ki sinh tring lay truyén tir dong vat sang ngudi (zoonotic), dugc phat hién luu
hanh pho bién & nhiéu nuéc chau A, mot phan chau Phi va mién Trung Nam My.

Céc két qua nghién ciru gan day vé dich té luu hanh, phan bd cua sén 14 rudt nho
tai Viét Nam, trong du 4n FIBOZOPA do Pan Mach tai trg, da ghi nhan c6 su luu
hanh caa nhiéu loai san 14 rudt nho, trong d6 chu yéu la Haplorchis taichui (H.
taichui), nguyén nhan gay bénh san 14 ruot nho & ngudi tai nhiéu dia phuong trong ca
nudc.

San 14 ruot nho H. taichui c6 nhiéu dic diém tuwong déng vé hinh théi, ciing
nhu dic tinh gay bénh cac loai san 14 rudt nho trong ciing gidng Haplorchis va mot
s6 loai san 14 gay bénh khac. Day la vin dé gy nhiéu kho khin cho viéc chan doan,
giam dinh, phan biét loai san 14 rudt nho H. taichui véi cac loai san 14 rudt nho, dya
trén cac phuong phap hinh thai hoc va sinh |i hoc truyén théng. Do do, viéc nghién
cau phéat hién chi thi dac trung cua loai san la rugt nho H. taichui so sanh vai cac
loai san 14, dac biét 1a san 14 ruot nho, nham tim ra nguon géc 1ay nhiém, phuc vu
cong tac giam dinh, phan loai, chan doan, giup cho viéc ap dung céac bién phép
phong ngtra va diéu tri hiéu qua la thuc su can thiét hién nay.

Phuong phap nghién ciru di truyén cho phép phan tich su bién d6i gen & muc
d6 phan tir, qua d6 danh gia nhitng bién dbi dic tinh di truyén, bd sung cac dir lidu
c6 gia tri khac phuc nhuoc diém cua phuong phép truyén théng trong viéc giam
dinh va phan loai sinh vat. Trong d6, dit liéu di truyén hé gen ty thé cua sinh vat, 1a
mot trong cac co so dit lidu dang duoc sir dung phd bién cho viéc phan tich quan hé
ho hang va phan loai tién hoa sinh vat, bao gdm ca céac loai ky sinh tring.

Trén thé gioi, viéc sir dung mot phan hoic toan bo hé gen ty thé, 1am chi thi
phan ti trong chan doan, giam dinh nghién ctu ki sinh tring va san 14 ruot nho da
duoc nhiéu nudc ap dung. O Viét Nam, mot sb tac gia da ap dung chi thi di truyén
trong chan doan, giam dinh nhiéu loai ky sinh tring nhu: san day Taenia asiatica,

san 1a phdi Paragonimus heterotremus, san la gan 16n Fasciola gigantica. Bic biét,
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dbi vai loai san 14 rudt nho H. taichui luvu hanh tai Viét Nam, mot sé céng trinh
budc dau ciing di nghién ctru sinh hoc phan tir sir dung chi thi gen cox1, ITS-2,
16S va 18S, so sanh véi cac gen twong ng trong hé gen ty thé cua cac chung thu
nhan tir Ngan hang gen (GenBank) dé chan doan phan loai va thim dinh loai. Tuy
nhién, cho dén nay, chua c6 nhirng dit liéu hé gen ty thé hoan chinh cho cac loi san
14 rudt nho (heterophyid) lay truyén tir dong vat sang ngudi n6i chung va H. taichui
néi riéng, luu hanh & cac qudc gia trén thé giodi ciing nhu tai Viét Nam trong co s¢
dir liéu Ngén hang gen.

Xuit phat tir yéu cau thuc té trén, nhiam bd sung dir liéu hé gen ty thé cua loai
san 14 ruot nho H. taichui lvu hanh tai Viét Nam, ching t6i tién hanh dé tai: “Nghién
ciru giai trinh tw vang gen trong hé gen ty thé caa loai san la4 rudt nhé
Haplorchis taichui phén lap tai Viét Nam”.

- Péi twong nghién ciru:

Chung H. taichui truéng thanh phan lap trén nguoi tai Quang Tri (Viét Nam) -
ki hiéu la HTAQT.

- Muc tiéu ciia dé tai:

Giai md mot phan hé gen ty thé (chu yéu la gen cox1, 16S RNA ribosome) cua
loai san 14 rudt nho H. taichui — loai sén 1a dong vat lay sang ngudi (BVLSN) phd
bién (mau thu tai Viét Nam), phan tich va so sanh dic diém sinh hoc phan tir véi
c4c loai san 14 khéac trong nganh san det (Platyhelminthes); tng dung chi thi ty thé
thu duoc dé phat trién cac phuong phap chan doan giam dinh loai.

- Ngi dung nghién ceru:

1. Thu nhan khoang 3 kb dir liéu di truyén cua hé gen ty thé chira cac gen ma
hoa protein, gen RNA van chuyén (tRNA), gen RNA ribosome (rRNA) va phan tich
trat tu sdp xép va thanh phan gen ctia chung trong hé gen ty thé cua ching HTAQT.

2. Théng ké, phan tich vé d6 dai, trinh tu nucleotide cua tirng nhém gen.

3. Phan tich so sanh trinh ty nucleotide va amino acid mgt gen dai dién ma hoa
cho protein (gen cox1), cua san 14 rudt nho H. taichui chung HTAQT véi gen tuong

ung cua cac chung dai dién trong 16p san 1a.
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4. Xac lap cay pha hé st dung mot doan gen dai dién (doan gen coxl1) trong hé¢
gen ty thé chung san 14 rudt nho H. taichui dang nghién ctru, v6i cac ching dai dién
mot s6 loai thude 16p san 4.

5. Xac dinh vi tri sép Xép va trinh ty nucleotide trong cAu tric bac mot (mach
thang) cua gen md hoa cho protein, cung cap mo phong céu trac bac hai ciia gen

RNA van chuyén (tRNA), cta loai san 14 rudt nho H. taichui chung HTAQT.
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CHUONG 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. PHAN LOAI VA DICH TE SAN LA RUQT NHO H. TAICHUI

1.1.1. So lwgc phan loai va dich té san la rudt nhé

San 14 rudt nho gdom nhiéu ho khac nhau thuoc bo Plagiorchiida (phan bo
Opithorchiata), 16p Trematoda (I6p phu Digenea), nganh Platyhelminthes, gidi
Animalia, luu hanh phé bién & nhiéu quéc gia trén thé gigi.

Trong sé 70 loai san 1a rudt nho duogc biét 1a ky sinh ¢ nguoi, ¢6 téi 69 loai
s&n ruot nho thude 11 ho san 14 rudt nho khac nhau duoc phéat hién ky sinh ¢ nguoi,
trong do:

- Ho Heterophyidae c6 31 loai;

- Ho Echinostomatidae c6 21 loai;

- Ho Leicithodendriidae c6 5 loai;

- Ho Plagiorchiidae c6 4 loai;

- Ba ho: Diplostomidae, Nanophyetidae va Paramphistomatidae, méi ho c6 2
loai;

- Bén ho: Gastrodiscidae, Gymnophallidae, Microphllidae va Strigeidae, mdi
ho chi c6 1 loai dugc phat hién ki sinh & nguoi.

Dang chu ¥ 1a hai ho Heterophyidae va Echinostomatidae, c6 sé loai duoc phéat
hién ki sinh & nguoi nhiéu nhat va lay truyén chu yéu qua ca (WHO/WR, 2002). Ho
Heterophyidae dugc Odhner phat hién nam 1914, thuong ky sinh & chim, mot sé
loai dong vat c6 vi va nguoi (Chai et al., 2007). Trong ho nay, cac loai trong giéng
Haplorchis duoc dic biét quan tam. Hién nay, da c6 5 loai thudc gidng Haplorchis
duoc thong bao gdy bénh trén nguoi, bao gom: H. taichui, H. pumilio, H.
yokogawai, H. pleurolophocerca va H. vanissimus (WHO/WR, 2002). H. pumilio,
H. taichui va H. yokogawai la ba loai gdy bénh haplorchiasis dugc thuong xuyén
cong bd tai cac nudc chau A bao gom: Trung Quéc, Philippin, Thai Lan, Lo,
Campuchia va Viét Nam (Belizario et al., 2004; Chai et al., 2009; 2010; Dung et al.,

2007; Phan et al., 2010). Loai H. yokogawai dugc phéat hién ky sinh trén nguoi &
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Philippin, Indonesia, Thai Lan, Trung Qubc va Pai Loan, boi Katsuta vao nim
1932. H. pumilio duoc Loss phét hién nim 1986, phan bd luu hanh va ky sinh trén
ngudi & cac qudc gia: Pai Loan, Trung Qudc, Philippin, Ai Cap, Théi Lan,
Australia va ca ¢ Viét Nam (De, Le, 2011).

1.1.2. Dich t& hoc san la rugt nhé H. taichui

San 1a rudt nho H. taichui thudc gidng Haplorchis trong ho Heterophyidae
duoc Nishigori phét hién lan dau tién vao ndm 1924, ky sinh trén nguoi ¢ Philippin.
Cho dén nay, H. taichui dwoc ghi nhan 1a luu hanh rong rdi ¢ Thai Lan, Lao, Dai
Loan, Bangladesh, An D6, Sri Lanka, Palestin, Ai Cap, | ric, nam Trung Qudc,
Malaysia va Viét Nam (Dung et al., 2007; Chai et al., 2004; 2007; 2012; De, Le,
2011). San 14 rudt nho H. pumilio dugc Loss phat hién nim 1986, phan b luu hanh
va ky sinh trén ngudi & Dai Loan, Trung Qudc, Philippin, Ai Cap, Thai Lan,
Australia va Viét Nam (De, Le, 2011).

Diéu tra qudc gia vé tinh hinh nhim bénh giun sén tai Han Québc nam 2004
cho thdy, ti 16 nhiém san la gan nho Clonorchis sinensis va san la rudt nho
(Heterophyidae) d3 ting 1én so v6i cac nam diéu tra trudc. Tong sb ngudi duoc xét
nghiém phan duong tinh vai sén 14 nho ho Heterophyidae 1a 228.253 nguoi (Kim et
al., 2009).

Tai Lao, san 14 ruot nho truong thanh H. taichui duoc phét hién dau tién nim
1991 trén 5 hoc sinh tai trudng Czechslovakia (Giboda et al., 1991). Tir d6 dén nay,
tinh hinh nhiém H. taichui tai Lao ngay cang pho bién. Nam 2007, tai tinh
Savannakhet c6 67,1% nguoi nhiém cac loai san 14 gan nhé va san la ruot nho,
nhiém phéi hop O. viverrini va 6 loai san 1a ruot nho khéc. Trong tong s6 7.693 sén
truong thanh dugc thu nhan, da s 1a cac loai H. taichui, H. pumilio, H. yokogawai,
Prosthodendrium molenkampi, Phaneropsolus bonnei, va Echinostoma spp (Chai et
al., 2007). Tai mot nghién ctru khac & hai tinh ciia Lao cho thay c6 65,2% s nguoi
dugc xét nghiém bi nhidm phéi hop gitra san 14 gan nho O. viverrini vai san 14 ruot
nho bao gém cac loai H. taichui, H. pumilio, H. yokogawai, Centrocestus caninus,
P. molenkampi, P. bonnie. Tiép d6, nim 2009, mot nghién cau st dung phuong

phap xét nghiém phan cho thiy 62,9% nhitng nguoi duoc xét nghiém (97 nguoi) da
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nhiém cac loai san 14 rudt nho, sau khi duoc diéu tri va tdy dai. San 14 truong thanh
thu thap bao gom 76/97 (78,4%) H. taichui, trong khi ty I& nhidm vai P. bonnie 1a
22.7%, P. molenkampi (14.4%), H. pumilio (5.2%), H. yokogawai (3.1%) va
Echinochasmus japonicus (3.1%) (Sayasone et al., 2009). Trong nghién cau cua
Chai va cong sy nam 2013 tai Lao, cho thdy nguoi nhidm san 14 rudt nho H. taichui
rat pho bién, véi ti 16 nhiém cao ¢ hai tinh Saravane va Champasak trung binh
121.565 va 12.079 san/nguoi (Chai et al., 2013).

Tai Thai Lan c6 14 loai san 1a da duoc ghi nhan, trong khi d6 tai Philippin la
12 loai, tai Indonesia la 8 loai va Malaysia la 4 loai (Waikagul, 1991). Mét cudc
diéu tri tong quat ¢ phia Nam Phillippin cho thiy 36% bénh nhan cé biéu hién dau
viing bung do heterophyid, chu yéu 1a do H. taichui (Liu, 2012).

Chinh do sy phan bd rong rai ¢6 ma bénh san la rudt nho dang ngay cang
chiém linh sy quan tdm caa cong dong & chau A, chau Phi va Trung Nam My (Chai
et al., 2009; 2010; Dung et al., 2007). H. pumilio, H. taichui va H. yokogawai la ba
loai gay bénh haplorchiasis dugc thuong xuyén cong bd tai cac nuwéc chau A bao
gom: Trung Quéc, Philippin, Théi Lan, Lao, Cambodia va Viét Nam (Belizario et al.,
2004; Chai et al., 2009; 2010; Dung et al., 2007; Phan et al., 2010).

Tai Viét Nam, haplorchiasis dugc ghi nhan do nhiéu loai san 14 rugt nho. Do
tap quan An goi ca nén con ngudi ciing bi nhiém véi ty 1é cao & mot s6 ving dic
hitu. Tinh Nam Pinh duoc biét dén nhu mot vung dic hivu véi ty 1& nhidm sén 14
truyén qua ca (Fish-borne zoonotic trematodes (FZT)) cao ¢ ngudi (64,9%), méo
(70,2%) va cho (56,9%) (Dung et al., 2007). Bac biét, c6 truong hop bénh nhén
duoc phat hién mang trong nguoi toi 4.834 san la ruét nho va san la gan nho (De,
2004). Chd, méo va lon ciing bi nhidém séan 14 lay truyén tir ca véi ty & 13 - 38%
(Skov et al., 2009; Dung et al., 2007; Van et al., 2009). Muoi tam tinh cua Viét
Nam, dic biét 1a & mién Bac va mién Trung Viét Nam da duoc xac dinh 1a ving
dich t& cho san l4 rudt nho. Cac khu vuc nay bao gdm ving cao nguyén va cao
nguyén mién nui, déng bang séng Hong, ving dong bang ven bién va dong bang
song Ctru Long (De, Hop, 2006) (Hinh 1.1).
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Hinh 1.1. Ban d6~phén b sén 14 rudt nho ¢ Vit Nam
(Nguyén Vin Bé va cs., 2008)
1.2. PAC PIEM SINH HQC SAN LA RUQT NHO H. TAICHUI

1.2.1. Hinh thai, cau tao

Gidng nhu nhiéu loai san 14 rudt nho khac, H. taichui truang thanh cé hinh
chiéc 14 det theo hudng lung bung hozc hinh try. Kich thudce co thé dao dong tir 0,1-
120 pm.

Co quan bam dic trung 13 gidc bam va gai bam thudng nam phan trudc va
phan sau mat bung. Giac miéng nam ¢ phia trude co thé co6 duong kinh khoang 0,06
mm, giac bung nam léch vé phia bén phai doc truc co thé ndi vai giac sinh duc tao
thanh co quan giac bung - sinh duc. Budng tring nam phia truéc tinh hoan, tir cung
chtra day tring tao thanh nhiéu gap khac. Tinh hoan 16n, nim & phia dudi (Le et al.,
2004) (Hinh 1.2A).

Tring caa H. taichui hinh oval, vé day, nhan, c6 nap nhd 1én giéng nhu c6 vai,
c6 thé c6 mau nho & phia dudi hoic khong, kich thuéc (25-28) um x (12-15) pm
(Mishra et al., 2007) (Hinh 1.2B). Trong mot nghién ctru tai Nam Dinh, kich thudc
cua H. taichui la: (24,2-28) um x (12,8-16) um; cua H. pumilio la (25,5-31,9) pum x
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(12,8-17,9) um (De Lellis et al., 2008). Trizng cua cac loai san 14 ruot nho nay co
hinh thai va kich thudc gan gidng nhau, do d6 bang ki thuat xét nghiém phan thong
thuong nhu Kato hoic Kato-Katz (Katz et al., 1972), khong thé phan biét duoc
trang cua loai san 1a ruot nho nay véi tring cua lodi san 14 khac (Nguyén Vian Dé va
Lé Thanh Hoa, 2006).

Hinh 1.2. San 14 ruot nho H. taichui trudng thanh (A) va trieng cua H. taichui (B)
(Dung et al., 2007).

Au triing (metaceraria) caa H. taichui ¢6 hinh elip c6 kich thudc (0,19-0,22) x
(0,16-0,19) mm, giéng nhu qua béng chay (Hinh 1.3A). Bo phan sinh duc & phan
bung c6 11-19 hat kitin va mot hé bai tiét hinh bau duc, goi 1a tdi sinh duc — bung
(ventrogenital). B phan nay chiém mot khoang khdng gian I6n nim ¢ phia dudi
(Rim et al., 2008) (Hinh 1.3B).

Hinh 1.3. Au trung H. taichui (Rim et al., 2008). (A): Au tring H. taichui phat hién trong
ca nu6c ngot ¢ Lao; (B): Hinh phong to cac ti ventrogenital hinh gang tay (mdii tén trong
hinh A). Ghi cha: OS (oral sucker): giac miéng, EB (excretory bladder): bé phdn bai tiet.
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