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TOM TAT
Bénh nang san do Echinococcus ortleppi gy ra tai Trung tim ctru h linh trudng nguy cap (EPRC), vudn
qudc gia Cic Phuong 1a mot trong nhung nguyén nhan chinh anh hudng téi stic khoe va tinh mang cua cac
c4 thé linh trudng. Nghién ctu dugc tién hanh nham thiét 1ap phan | ung ELISA c6 gia tri chan doan bénh trén
linh truéng, sir dung khang nguyén tir dich nang san. Két qua da xac dinh dugc do nhay va do dic hiéu lan
luot 13 100% va 91,67%; véi gia tri ngudng 1a 0,25. Phuong phap ELISA dugc thiét 1ap dé tmg dung trong
chan doan bénh nang san nhim giam tdi da thiét hai vé tinh mang cho dong vét linh truong & EPRC.

Tuwr khoa: Echinococcus, linh trudng, ELISA, d6 nhay, do dac hi¢u.

Establishing ELISA method for diagnosing tape worm caused by
Echinococcus spp. in primates
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SUMMARY

Cystic disease caused by Echinococcus ortleppi at the Endangered Primate Rescue Center (EPRC),
Cuc Phuong National Park is one of the main causes affecting the health and life of primates. The study
was conducted to establish an ELISA reaction having disease diagnostic value in the primates, using
antigens from cystic fluid. The studied results showed that sensitivity and specificity of ELISA method
were identified with 100% and 91.67%, respectively, with a threshold value of 0.25. This ELISA method
would be applied to diagnose cysticercosis to minimize the loss of life for primates in EPRC.
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I. PAT VAN PE

Bénh do san day Echinococcus gay rala bénh
mot bénh truyén lay nguy hiém, c6 thé phat trién
trong co thé nhiéu nim ma khong c6 biéu hién
dién hinh (Deplazes va cs., 2001), chiing c6 kha
ning tao nang nudc gy tén thuong cac co quan
nhu gan, than, phéi, tham chi 1a ca tim va nao.

va cs., 2002). Nang san phét trién dan trong co
thé, chén ép cac co quan va anh hudng t6i chirc
nang clia cac co quan, khién vat chu dau dén
trong thoi gian dai, doi khi phat trién trong no
gay tir vong (Kvascevicius et al., 2016). Ky chu
nhiém nang san chu yéu 1a do tiéu hoa phai thirc
an, dat, hodc nuéc 6 nhiém véi mam bénh tir
phan ché. Céc truong hop linh trudng nhiém san

Khi vat chi trung gian tiéu hoa phai mam bénh,
4u tring metacestodes c6 thé ky sinh trong
nhiéu co quan nhu gan, than hoac phéi; tr do
chang phat trién thanh nang san (Kamenetzky
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Echinococcus da dugc bao cao & cac noi trén
thé giéi. Cu thé, linh truong chét & Hokkaido
do nang san da dugc quan sat & 3 trén tong cong
4 vuodn tha chinh; bao gém mot ca thé khi dot



KHOA HOC KY THUAT THU Y TAP XXIX SO 2 - 2022

(Gorilla gorilla), vugn cao (Lemur catta) O
vuon thi Asahiyama nam 1994 (Kondo va cs.,
1996), mot ca thé dudi woi (Pongo pygmaeus)
(Taniyama va cs., 1996) va khi Macaques Nhat
Ban (M. fuscata) & vuon thu Kushiro vao nam
1992 va vuon thu Obihiro nam 1998 (Sato va
cs., 2005; Yamano va cs., 2009). Trong sb nay,
truong hop cudi ciing & vudn thi Obihiro 1a dich
bung phat khién 12 cé thé khi trong dan (n=57)
duong tinh vé6i E. multilocularis. Tuy nhién, toi
nay cac nghién ciru v& Echinococcus spp. van
con rat han ché tai Viét Nam.

Trung tim ctru hd linh trudng nguy cip
(EPRC) thudc vuon qudc gia Cuc Phuong,
Ninh Binh, cling phat hién su ton tai cta san
day Echinococcus voi ty 1& nhiém rt cao, dic
biét 1a & 2 loai vooc va cha va véi ty 1é nhiém
nang san dén 75%. M6 kham cac c4 thé chét
va tién hanh chan doan sinh hoc phan tir da
xac dinh dugc chi duy nhat loai E. ortleppi
(Plesker va cs., 2009). Gan ddy, ngay cang
nhiéu ca nhiém E. ortleppi duoc bao céo &
chau Au, Nam My, chau Phi va chau A (Rojas
va cs., 2014). Tinh trang nang san do E.
ortleppi 3 duoc ghi nhan xut hién trén nguoi
tai Thanh Hoa, khu vuc tiép giap Ninh Binh,
cho thay su luu hanh cia mam bénh trong khu
vuc (De va cs., 2017). Mot truong hop nhiém
E. ortleppi trén nguoi cling da dugc ghi nhan
tai Trung Qudc (Shi va cs., 2019).

Dé chan doan bénh, phuong phap chan doan
hinh anh, thong qua si€u am va chup X-quang,
hoidc cac phuong thirc nhu chup cat 16p vi tinh
(CT)va cong hudng tir (MRI) 1a nhitng phuong
phap phd bién (Brunetti va cs. ,2018). Tuy nhién
cac phuong phap nay chi c6 thé phat hién bénh
khi nang san da hinh thanh bén trong co thé vat
chu, gay ra nhimng triéu chimg ning né, tham chi
de doa tinh mang vt chu.

Phuong phap huyét thanh hoc 13 nhiing cong
cu hd tro gitp cho qué trinh chan doan bénh dugc
chinh x4c. Nhiéu phuong phép di dugc phat trién
va st dung dé chan doan trén nguoi, dang chi y
la phuong phap ELISA da dugc thuong mai hoa
thanh kit, dem lai két qua c6 do nhay va do dic

hiéu cao khi (mg dung (Biava va cs., 2001). Hau
hét cac nghién ciru chan doan déu sir dung ELISA
do tinh chinh xéc cao va nhanh chong trong viéc
chan doan bénh nang san Echinococcus, nhung
cac dbi twong cia chan doan chu yéu 1a cho va
con nguoi (Aydin va cs., 2018). Cac loai dong vat
hoang dé nhu linh truéng hau nhu van chwa dugc
quan tAm nhiéu trong coéng tic chan doan cin
bénh nay, trong khi ty 1¢ nhiém trén linh truéng
¢6 thé cao hon rat nhiéu so v6i chd va con ngudi.
Vi vy, viéc thiét 1ap phuong phap chan doan
ELISA giup phat hién sém bénh nang san do
Echinococcus gy ra trén quan thé linh trudng 1a
rat can thiét, gop phan dé xuit cac bién phap dicu
tri kip thoi va phong ngtra bénh tai trung tam.

V6i ty 18 nhiém cao gy anh huong 16n dén
strc khoé linh trudng noi riéng va cong dong
noéi chung, can phai c6 cong cu chan doan c6 do
nhay, do chinh xéc cao va di cung d6 la c6 kha
nang phat hién bénh sém dé c6 nhing bién phap
diéu tri kip thoi, ciing nhu giam thiéu t6i da nguy
co truyén lay. Nghién ctru thiét 1ap phuong phép
ELISA v&i muc tiéu chin doan sém bénh nang
san Echinococcus trén linh truéng, gop phan
vao cong viéc cuu hd va bao tdn linh truong
nguy cap ctia trung tm.

II. NOI DUNG, NGUYEN LIEU VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Noi dung nghién ciru

- Tinh hinh mic bénh nang san Echinococcus
trén linh trudng tai Trung tdm ctru hd linh trudng
nguy cip (EPRC), vudn qubc gia Cic Phuong.

- Thiét 1ap phuong phap ELISA véi muyc tiéu
chan doan sém bénh nang san Echinococcus
trén linh trudng.
2.2. Nguyén li¢u

- Khdang nguyén

Khang nguyén dugc st dung la khang
nguyén tir dich nang san thu thap tir phdi cua
vooc da chét. Nang sau khi duoc tach khoéi co

thé, hat toan bo dich nang san cho vao dng
1,5ml. Hon dich sau d6 duoc ly tam & 6.000
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vong/phit trong 10 phit, thu phan dich ndi va
bao quan trong -20°C.

- Huyét thanh am va huyét thanh dwong

Mau huyét thanh duoc thu thap tir nhitng
c4 thé linh truéng tai trung tdm ctru hod bao
gdm 8 miu duong (c6 hinh thanh nang) va 12
mau am (khong hinh hanh nang) da duoc xac
dinh bang phuong phap m6 kham phi toan
dién. Mau mau dugc ly tam 3.000 vong trong
5 phit, thu phan huyét thanh bén trén va bao
quan trong — 20°C cho dén khi dung.

2.3. Phwong phap nghién ciru
2.3.1. Thiét lgp phwong phdp ELISA gidn tiép

Nong do pha loing khang nguyén va khang
thé thich hop duoc thyc hién theo phuong phap
cua Bruno Gottstein (truong dai hoc Bern,
Thuy Si). Pha loang khang nguyén EgHF (1mg/
ml) thanh khang nguyén c6 ndng d6 Spg/ml
v6i dung dich dém natri cacbonat 0,1M pH=9,6
bang cach hat 75 pl EgHF va 15ml dung dich
dém natri cacbonat, tron déu va nho 1én dia 96
giéng mdi giéng 120pl. U qua dém & 4°C sau
d6 rira 2 1an v6i 300pul /1 giéng bang dung dich
PBS-T. Khoa nhing vi tri khong gin protein
bang dung dich blocking buffer (PBS chira 5 %
skimmilk), mdi giéng 300pul, & & 37°C trong 30
phut. Khang thé dugc pha lodng véi dung dich
PBS-T theo ty 1& 1/100. Hut 100 pul khang thé da
dugc pha loang vao mdi giéng va it & 37°C trong
1 gid. Sau d6 rira 3 1an voi PBS-T, mdi giéng
300 pl. Khang khang thé (Goat anti- Primate
IgG (H+L) duogc pha lodng véi PBS-T ¢ ndng
d6 1/5000, nho 1én mdi giéng 100 pl , 0 ¢ 37°C
trong 1 gio. Nho 100 pl co chat (2 vién pNPP
substrate v&i 12,8 ml substrate buffer, tron déu,
i & 37°C trong 10 phut) da pha lodng vao mdi
giéng va i1 6 37°C trong 15 phut. Dirng phan mg
bang NaOH 3M, hut 50 ul NaOH 3M vao mdi
giéng. Poc két qua & budc song 450nm/630nm.

2.3.2. Mé khdm phi toan dién

Nhimg ca thé vooc dd chét duoc tién hanh
mo kham phi toan dién theo phuong phap cia
K.I.Skrjabin (1928). Nhiing nang san thu dugc
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duoc rira sach trong nudc mudi sinh 1y va ghi
nhan, mang v€ phong thi nghiém d¢ tién hanh
thu khang nguyén.

2.3.3. Xir Iy 5o liéu

Sb liéu dugc ghi chép va xtr 1y bang phan
mém Microsoft Excel 2019. Phéan tich dudng
cong ROC (receiver operating characteristic
curve), do nhay, do dac hi€u cua phan Gng su
dung phan mém Graphpad Prism 9.0.

III. KET QUA VA THAO LUAN

Céac xét nghiém huyét thanh hoc rit quan
trong trong chan doan phén biét cac khdi u nhu
u nang don gian, ap xe va khdi u, va dé hd tro
chén doan trude khi phiu thuat, theo dai tinh
trang tai phat sau phiu thuat va diéu tri thanh
cong (Kishimoto va cs., 2009). B nhay va do
dac hiéu cua cac xét nghiém huyét thanh hoc
c6 thé thay ddi tuy thudc vao nhiéu yéu té nhu
loai va dang chuén bi ctia khang nguyén dugc
st dung, cac tiéu chi duong tinh khac nhau, kha
ning ton tai ciia u nang, vi tri u nang va chung
ky sinh trung (Karadag va cs., 2013). Phuong
phap ELISA su dung mot gia tri ngudng (cut-
off) dé phan biét két qua duong tinh va am tinh,
va tlly vao mdi gia tri ngudng khic nhau s& cho
két qua do nhay va d¢ dac hi€u cua phan Gng
la khac nhau. Muc ti€u cua thi nghi€m la xac
dinh gié tri cut-off cho két qua gia tri do nhay
cao nhat, pht hop véi ddi tugng xét nghiém la
dong vat quy hiém, can phai chan doan duoc
bénh. Gia tri ngudng (cut-off), dd nhay va do
dac hiéu cua phan tng ELISA dugc trinh bay
tai hinh 1 va bang 1.

Chuang t6i dd xac dinh dugc 8 ca thé linh
trudng cd hinh thanh nang & cac co quan khac
nhau trong co thé, trong d6 c6 4 c4 thé phat hién
thdy nang & ving nguc, va cac ca thé con lai phat
hién thdy chii yéu & ving than, trong d6 gia tri
OD cao nhat ghi nhan dugc 1a 0,83 cua ca thé ky
hiéu 7-45. Ca thé nay da chét ¢ trung tim, qua
qué trinh mo khdm da phat hién thiy nang sén
Echinococcus ¢ trong ndi tang. Thong thuong,
nang phat trién nhung khong gay nén triéu chiig
16 rét trong thoi gian dai cho dén khi nang phat
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trién du 16n, ching s& chén ép co quan ky sinh,
dan dén tir vong. Néu nang v c6 thé gay phan
ung di ung voi khang nguyén cua ky sinh trung
hodc phat tan cac u nang con (daughter cysts)
khip co thé (Yilmaz va cs., 2012).

Két qua phéan tich ROC & hinh 1b cho thdy,
véi gia tri cut off 1a 0,25; d6 nhay ctia phan rng
1a 100%, tuong ng véi viée tit ca cac ca thé
phat hién thiy nang déu cho két qua ELISA
duong tinh. B dac hiéu twong ung la 91,67 %.
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Phuong phap ELISA nay c6 thé duoc st dung
dé sang loc nhirng c4 thé linh trudng trong trung
tam. Nhiing ca thé cho két qua duong tinh voi
ELISA c6 thé duoc tach riéng, va tién hanh siéu
4m. Do nhiing quy dinh vé bao ton va tién hanh
can thiép ctia trung tdm, viéc tién hanh gay mé
v siéu am trén toan b cac ca thé khé 6 the tién
hanh nhanh chéng. Sang loc ban du bing xét
nghiém ELISA gitp xéac dinh nhiing ca thé can
uu tién duge chan doan va diéu tri.
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Hinh 1. Két qua gid tri OD ctia 20 mau huyét thanh va phan tich ROC
(a) Két qua gid tri OD ciia 20 mdu huyét thanh, dwong do thé hién gid tri cut-off la 0,25; A la nhém
cdc cd thé cho két qua dirong tinh bang phwong phdp siéu am, B la nhom cdc cd thé cho két qua am
tinh. (b) Méi tiwong quan giita dé nhay va do ddc hiéu ciia ELISA sir dung phan tich ROC. Miii tén thé
hién diém twong ung voi gid tri do nhay la 100%, do dac hiéu 91,67%; gia tri cut-off la 0,25.

Phuong phap siéu am phat hién nang san
do Echinococcus spp. (CE) da dugc tiéu chuan
hoa nham thic day cac tiéu chuan chan doan
va diéu tri thong nhat va c6 thé dugc 4p dung
cho viéc diéu tri 1am sang ciing nhu cho cic
khao sat thyc dia. Nang san ¢ giai doan cubi
co thanh bi v6i héa dang vo triing hoac hoan
toan bi voi hoa voi bong mo, va chung dé bi
chan doan nham trong da sb cac truong hop,
hodc nang dang trong giai doan mai hinh thanh
nén kho xac dinh dugc bang phuong phap siéu
am (Brunetti va cs., 2018). Tuy nhién, trong
thi nghiém nay, tat ca cac ca thé linh truong

¢6 khéi u duge xac dinh b:?mg siéu am déu cho
két qua duong tinh voi xét nghiém ELISA. Bén
canh d6, ddi tugng cta nghién ciru 1a nhing
loai linh trudng nguy cap can phai dugc bao vé
dé thoat khoi nguy co tuyét ching. Vi vdy, mic
du tién hanh md kham dé tim nang sang trong
co thé 1a phuwong phap dé xac nhan khang dinh
c4 thé co bi mic bénh hay khong, phuong phap
nay khong thé 4p dung véi toan bd nhiing ca
thé nghién ctru nham tim ra cac ca thé khong
bi mic bénh dé lam mau 4m chuén. Nhiing ca
thé duoc thu mau dé 1am mau am chuén trong
thi nghiém c6 tinh trang strc khoe tot, trong
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hanh so sanh két qua xét nghiém thu duoc khi su
dung phuong phap ELISA va phuong phap mo
kham, véi gia tri cut-off = 0,24. Két qua bang
confusion matrix dugc thé hién & bang 1, cho
thdy c6 1 trudng hop duong tinh gia (twong Gmg
ty 1€ 12,5%).

thoi gian dugc nudi dudng o trung tam khong
xudt hién nhiing diu hiéu bénh ly bat thuong,
va duoc tién hanh siéu 4m k¥ ludng dé duoc
khang dinh khong c6 nang san trong co thé.

D¢ co6 cai nhin tong quan hon, chiing t6i tién

Bang 1. Két qua bang confusion matrix v&i gia tri cut-off 1a 0,24

Ph ha Mé kham
won a = 2
g phap Dwong tinh Am tinh Tong
Dwong tinh 8 1
ELISA S
Am tinh 0 1 11
Téng 8 12 20

Truong hop duong tinh gia c6 gia tri OD la
0,3; kha gan v6i ngudng cut-off 0,24 va ciing 1a
mirc gan v6i cut-off nhat ctia cac ca thé cho két
qua duong tinh trong thi nghiém nay. Mc gia
tri OD ctia ca thé nay tuong dong voi khoang
gia tri tir 0,3 t6i 0,35 cta 4 ca thé duong tinh
véi ca hai phuong phap xét nghiém. Vi vy, cé
thé xay ra truong hop ndy ca thé mic bénh nang
san, nhung khong phat hién thiy nang trong co
thé thong qua md kham, do nang & giai doan
moi hinh thanh.

Céc xét nghiém huyét thanh hoc rat hitu ich
dé xéac nhan két qua chin doan hinh anh. Mot
ca thé phat hién thay khong co nang san trong
co thé bang mo kham, dong thoi cho két qua xét
nghiém ELISA duong tinh, nhidu kha ning ca
thé d6 da mic bénh nang san (CE) nhung & giai
doan dau chua phat trién thanh khdi u. Tuy nhién,
cac han ché cta chan doan huyét thanh trong CE
phai duoc luu y dé giai thich chinh xac két qua.
Khéng nén chan doan CE str dung xét nghiém
huyét thanh 1a phuong phap chan doan duy nhat,
dac biét khi khong xac dinh dugc nang san béng
siéu am, vi gia tri duong tinh cta ELISA ddi véi
bénh nay c6 thé bi anh hudng boi nhiéu yéu to.
Chung bao gom céc yéu td lién quan dén phong
thi nghiém (str dung khang nguyén), cac yéu to
lién quan dén ca nhan (tinh trang mién dich) va
cac yéu t6 lién quan dén u nang (vi tri, giai doan,
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kich thuéc, sb lugng, diéu tri trudc d6 va cac bién
chung) (Tappe va cs., 2007). Cac khang nguyén
duogc su dung dé chan doan huyét thanh hoc CE
khong dugc tiéu chuén hoa, dan dén su khac biét
16n trong két qua chin doan dugc bao cdo va
kho khan trong viéc so sanh két qua tir cac nhém
khac nhau. Nhin chung, cac phuong phap ELISA
sir dung khang nguyén tho la dich nang hydatid
(HCF) cho thiy do nhay t6t hon (d6 nhay 80-
99% va do dac hi€u 60-97%), trong khi cac xét
nghiém duya trén protein tinh sach hodc tai to hop
cho thdy do6 dic hiéu tot hon (d6 nhay 38-93% va
d6 dic hiéu 80-100%) (Li va cs., 2004). Két qua
xét nghiém am tinh gia c6 thé xay ra trong truong
nang xuat hién & gan véi nang giai doan méi hinh
thanh (30-58%), nang giai doan khong hoat dong
(50-87%), va trong truong hop nang & nhiing vi
tri khac trong co thé ngoai gan; trong do 1én toi
50% c4 thé c6 nang phdi, va ¢4 thé c6 nang & cac
vi tri khéc. Ca thé c¢6 nang & giai doan dang hoat
dong va chuyén tiép cho thiy ty 18 huyét thanh
am tinh thap hon (5-20%), va c4 thé c6 nhiéu u
nang thudng cho két qua huyét thanh dwong tinh
(Aydin va cs., 2018).

Céc xét nghiém phat hién cac khang thé
dac hi€u hodc st dung mot ) protein tai td
hop da dwoc dé xuat (Hernandez va cs., 2018).
Tuy nhién, cho dén nay chua c6 phuong phap
chéan doan st dung khang nguyén tai to hop nao
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dugc thuong mai hoa trén thi truong. Két qua
duong tinh gia ¢ thé xay ra & nhimng cé thé bi
nhiém céc loai san khac, dic biét 1a & bénh nang
san do nhiém E. multilocularis (Mihmanli va
cs., 2016). it ph6 bién hon 1a cac truong hop
duong tinh gia co thé dwoc phat hién véi cac
bénh khong 1y nhiém khac, chang han nhu ung
thu va rdi loan mién dich man tinh. Xét nghiém
huyét thanh hoc c¢6 thé van cho két qua duong
tinh trong nhiéu nim ngay ca sau khi tién hanh
diéu tri hodc c¢6 can thiép ngoai khoa, lam han
ché phan nao viéc sir dung huyét thanh hoc dé
danh gia dap tmg véi diéu trj (Manzano va cs.,
2015). Bén canh d6, diéu nay c6 thé dan toi
nham 14n rang ca thé van dang bi mic bénh va
van tiép tuc tién hanh diéu tri, 1am anh huong toi
strc khoe cua cé thé.

Tuy nhién, viéc quan sat nong do OD giam
theo thoi gian (vai thang dén nhiéu nam) sau
khi diéu tri, vin c6 thé dugc st dung nhu mét
chi tiéu danh gia mic do thuyén giam cia bénh.
Gia trj OD c6 thé tang khi bi tai nhiém, mac du
truong hop nay khong phd bién, cho thiy rang
mam bénh van con ton tai trong moi trudng
song cua linh truéng, va nhiéu kha ning c6 mit
trong thirc an, tir ddy can phai thuc hién nhimng
diéu chinh phu hop lién quan t6i vé sinh va cach
thirc dua thirc an trong trung tam.

IV. KET LUAN

Viée su dung gia tri ngudng OD la 0,25 da
xac dinh dugc do nhay va d6 dac hiéu tuong
tmg cua phan tmg 1a 100% (khi sir dung mau
huyét thanh tir 8 ca thé vooc phat hién thiy
nang san bang siéu am) va 91,67% (khi sir dung
mau huyét thanh tir 12 c4 thé vooc khong phat
hién thiy nang san bang siéu am). Phuong phap
ELISA dugc thiét 1ap co thé dong vai tro nhu
bién phap sang loc ban dau, gitp qua trinh chin
doan bénh chinh xac hon.

Loi cam on: Nhom nghién ciru xin chdn
thanh cam on sw giup do quy bau cua GS.
Bruno Gottstein (Dai hoc Bern, Thuy Si) va su
nhiét tinh cua can bé tai Trung tam EPRC aé
hoan thanh nghién cvuru nay.
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