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DINH LOAI SAN LA GAN LON (GIONG FASCIOLA) G NGUOI VA GIA SUC
BANG CHI THI ADN

Cac loai san 14 gan 16n thudc giong Fasciola
12 nhitng ky sinh tring nguy hiém déi v6i ngudi
va gia sdic. Nhiéu tic gia da ghi nhan hai loai
san 14 gan 16n Fasciola hepatica va F. gigantica
ky sinh & nguoi va gia stic & Viét Nam [3]. Hai
loai ndy giong nhau & nhiéu dic diém hinh théi,
sinh thdi, sinh hoc, nén viéc dinh loai ching trén
co s& hinh thai rat dé nham 1an. Vi vay, céc s6
lieu diéu tra v€ san 14 gan 16n & nudc ta con
nhiéu mau thuin, vi du, & Bic bo, Houdemer
(1938) cong bo ¢6 64,7% trau bi nhiém F.
hepatica va 23,5% bo bi nhiém F. gigantica,
nhung Drozdz (1967) lai cong b6 76,9% trau bi
nhiém F. gigantica va chi ¢c6 mot con trau &
Tuyén Quang bi nhiém F. hepatica [2]. Da c6
mot s6 cong bd vé ngudi Viét Nam bi nhiém F.
hepatica, nhung khong ¢ céc bang ching xéac
dang vé mat dinh loai [4]. Cho dén nay, chua cé
cong trinh nao nghién ciu sau vé phan loai hoc
doi v6i F. hepatica. Vi vay, van dé c6 mot hay
hai loai san 14 gan 16n & Viét Nam va loai nao
ky sinh & nguoi van chua duoc giai dap.

Trong vai nam gan day, da c6 hang tram
bénh nhan méc bénh sén 14 gan 16n dugc ghi
nhan, chu yéu & mién Trung nudc ta va c6 thé
c6 hang chuc nghin nguoi & Viét Nam bi nhiém
loai san nay nhung chua dugc phét hién. Viéc
xac dinh F. gigantica hay F. hepatica ky sinh &
nguai 1a rat quan trong, s€ tao co s& cho viéc lya
chon va phit trién cac phuong phdp chin dodn
thich hgp va phong tri bénh cé hiéu qua, vi su
gay bénh cuia ching ¢6 mot s6 dic diém riéng.
Mic dui ca hai loai sdn nay déu chua hoan toan
thich nghi v6i doi song ky sinh & ngudi, nhung
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F. hepatica thich nghi t6t hon, kha nang phat
trién dén trudng thanh kha cao, nén phuong
phdp chan doan F. hepatica qua soi phan tim
tring van c6 gia tri. Nguoc lai, F. gigantica rét it
khi phét trién dén trudng thanh va thuong di
chuyén lac chd. Hon nita, thoi gian sdn 14 gan
16n phét trién dén trudng thanh rat dai va Ia thoi
ky gay bénh tich nang cho vat chu. Vi vay, hién
nay chi c6 phuong phédp chan dodn trén co s&
phan ing mién dich 1a thich hgp d6i v6i bénh do
F. gigantica gay ra & nguoi va bénh do san la
gan 16n chua truéng thanh gay ra & nguoi va
dong vat n6i chung. Van dé quan trong hang
dau la phai xac dinh chinh xac loai san gay bénh
dé phét trién cdc chdn dodn mién dich dic hiéu
va tao co s& khoa hoc cho nhitng nghién ctiu ti€p
theo dé phong tri bénh sén 14 gan 16n.

Phuong phap phan loai, gidm dinh sinh vat
dua trén trinh ty ADN cha bo gien ty thé
(mitochondrial DNA- mtDNA) va k§ thuat PCR
(Polymerase Chain Reaction) dic hiéu dang
duoc dung phd bién. Loi thé clia phuong phép 1a
cho két qua c6 do tin cay cao, can it vat mau va
khong phu thudc vao giai doan phdt trién c4 thé
ctia sinh vat, nén rat phi hop cho gidm dinh loai
san 1a gan 16n ky sinh & nguoi [9-11]. Mac du
viéc thu miu san 14 gan 16n & nguoi 1a hét sic
khé khan, nhung vé mat dich té hoc, bénh sén 14
gan 16n 1a bénh lay truyén giita nguoi va dong
vat, cht yéu 1a trau, bo, do dé viéc xac dinh loai
sdn 14 gan 16n & céc gia sdc nay s& 1a cdc bang
chiing gidn ti€p vé loai san ky sinh & nguoi. Vi
vay, trong nghién citu nay, ching toi da két hop
ca hai phuong phdp trén, nhim dam bao do tin
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cay cao va tinh hiéu qua khi khao sat s6 luong
mau 16n.

I. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1. Phan tich trinh tu ADN

Mau vat st dung trong phuong phap nay bao
gém: F.hC 1a F. hepatica thu duogc tir Oxtraylia
(hinh1, F.hC), F.spl va F.sp2 thu dugc tir bénh
nhan, trong dé F.spl la cd thé sian non, F.sp2
gobm hon 200 tring c¢6 cau tao cua tring san
giong Fasciola, thu dugc tai tinh Binh Dinh.
Cac mau F.sp3, F.sp4, F.sp5 va F.sp6 la cac ca
thé sdn 14 gan 16n thu tir bd & tinh Binh Dinh,
trong d6 F.sp3 va F.sp4 c6 hinh thdi ngoai dién
hinh ctia F. gigantica (hinh 1, nhém F.g), F.sp5
va F.sp6 c6 hinh thdi ngoai trung gian gitta F.
hepatica va F. gigantica (hinh 1, nhém F.hg).
Céc tiéu ban duoc dinh hinh trong con 90%, trir
tieu ban tring san (F.sp2) duoc dinh hinh sau
khi nuoi dén giai doan miracidium.

Cap moi duoc thiét k& dé nhan ban mot doan
ADN dai 518 bp cua gien cytochrom c oxydaza
subunit 1 (CO1) trong hé gien ty thé cla ca F.
hepatica va F. gigantica. Ky hiéu va trinh tu cua

cap moi la FF-
TGGTTTTTTGGGCATCCTGAG va  FR-

ATAACCAGTCACAAC AGGCCAC. ADN
tong s6 dugc tich chiét bing bo hdéa chat
QIAamp blood and tissue Kit (QIAGEN Inc.)
theo quy trinh cua nha san xuat. ADN dich da
duoc nhan ban bing PCR tiéu chuin vé6i bo héa
chit GeneAmp® PCR Reagent Kit (Perkin-
Elmer). Chu trinh nhiét cia PCR trén may PTC
100 (MJ. Research Inc., My) gébm budc bién
tinh & 94°C - 3 phiit, tiép theo 1a 35 chu ky: 94°C
- 1 phat, 50°C - 1,5 phit va 72°C - 1 phiit, chu
ky cu6i kéo dai 5 phiit & 72°C. San phdm PCR
dugc tinh ché€ biang bo hoa chat QIAquick PCR
purification kit (QIAGEN Inc.) va dugc giai
trinh tu truc ti€p soi do6i ADN véi ca 2 moi PCR,
nhiam thu duoc két qua chinh xdc. Giai trinh tu
dugc ti€n hanh v6i bo hda chat FS-DNA
sequencing kit theo qui trinh cua nha san xuat
va mdy tu dong ABI 377 PRISM (Perkin
Elmer). Da6i chiéu cic trinh tu thu dugc véi cac
trinh ty twong dong tr mot s6 quan thé sin
Fasciola da dugc céc tac gia khac trén th€ gidi
cong bo trong ngan hang gien (GenBank), nhim
xdc nhan trinh tu dich va phan tich di truyén.
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Trinh tu axit amin dugc dich theo bang ma di
truyén mt-ADN cua giun det.

2. Chan doan phan biét F. hepatica va F.
gigantica bang ky thuat PCR dac hiéu

MAu sén 14 gan 16n duoc thu tir trau, bo &
hai ving Binh Dinh va Khanh Hoa. Dé sén chét
tu nhién truGc khi dinh hinh trong c6n 70%,
nhiam tranh bién dang hinh thdi ngoai cia mau
vat. ADN téng s6 duogc tdch chiét bang BioRad
Chelex 100™, theo quy trinh cta Hillis et
al.,1996. Cip mdi dé nhan ban doan ADN dic
hiéu cho loai F. gigantica dugc thiét k& tir doan
trinh tu di biét gitta F. hepatica va F. gigantica
qua so sanh céc trinh ty thu duoc tir cic mau
tréen. Ky hiéu va trinh tu cip moi la Fg-
TTAGTCATATTTGTGTGCTT va Rg-
CAAAACCAACAATCCATCAT, nhan ban
doan ADN dai 279 bp. Nhim nhan ban diing
doan ADN dich va dac hiéu cho loai F.
gigantica cta cap moi Fg, Rg, ching toi da
dung ky thuat PCR 1ong (nested PCR) véi 2 cap
moi FF, FR va Fg, Rg. San pham PCR cua cap
moi ngoai FF va FR duoc sir dung dé gidi trinh
tu, dong thoi lam ADN khuon mau cho PCR véi
cap moi trong Fg va Rg. Chu trinh nhiét cta
PCR v6i cap moi Fg va Rg gom budc bién tinh &
94°C - 3 phiit, tiép theo 1a 33 chu ky: 94°C - 30
gidy, 50°C - 45 giay va 72°C - 1 phit, chu ky
cu6i kéo dai 3 phit & 72°C. San pham PCR dugc
tich bang dién di v6i gel agaroza 1,5%, nhudém
ethidium bromit va chup anh gel duéi tia UV.

IL. KET QUA VA THAO LUAN

Do tuong dong cua 350 trinh tu ADN
nghién ctu so véi cdc trinh tu twong dong cua
F.gigantica & Indonéxia (F.g(Ind)), Han Quoc
(F.g(Kor)), Nhat Ban (F.g(Jap)) va cla
F.hepatica & My (F.h(USA)), Oxtrﬁylia
(F.h(Aus)) duoc trinh bay trong bang 1 cho
thay: do tuong dong cua tat ca cdc trinh tu cla
F.spVN ¢ Viét Nam nam trong khoang tir 99,1-
99,7 va khong c6 su khac biét giita san ky sinh &
ngudi so v6i san F. gigantica va san c6 hinh thai
trung gian (F.hg) & gia sdic. Do tuong dong cua
cac trinh tu F.sp & Viét Nam so véi céc trinh tu
cua F.gigantica 6 Indonéxia, Han Qudc va Nhat
Ban la 98,6-100, riéng v6i F.g(Kor), F.g(Jap) la
99,4-100. Do tuwong dong vé trinh tu cla F.



hepatica & My so Oxtraylia rit cao (99,4),
nhung kha thap so véi tat ca cac trinh tu cla
F.sp ¢ Viét Nam va F.g & cac nudc trén (92,3-
93,7). So sanh trinh tu axit amin cua F.sp & Viét
Nam va F. gigantica clia cac nudc con lai cho
thady chi ¢6 2 axit amin thay thé, nhung déu

thuoc F.g cua Indonéxia. C6 3 axit amin thay
ddigitta F.h(USA), F.h(Aus) so véi cdc F.sp clia
Viét Nam va F. gigantica cua cac nudc khac.
Céc chi tiéu trén cho thay c6 su phan héa cao vé
mat di truyén gitta F. hepatica va F. gigantica
va ching té chiing 1a hai loai phan biét.

Bdng 1
Do tuong dong trinh tu ciia mét s6 quan thé san F. hepatica va F. gigantica
Trinh tu | Fsp-1 | F.sp2 | F.sp3 | F.sp4 | F.spS | Fsp6| Fg | Fg | Fg | F.h | Fh
' (Vn) | (Vn) | (Vn) | (Vn) | (Vn) | (Vn) | (Ind) | (Kor) | (Jap) |(USA)| (Aus)
F.spl (Vn) [100,0
F.sp2 (Vn) | 99,4 [100,0
F.sp3 (Vn) | 994 | 99,4 |100,0
F.sp4 (Vn) | 99,7 | 99,7 | 99,1 [100,0
F.sp5(Vn) | 99,1 | 994 | 994 | 99,1 |100,0
F.sp6 (Vn) | 99,1 | 99,7 | 99,1 | 99,7 | 99,1 | 100,0
F.g (Ind) 98,6 | 98,9 | 98,6 | 98,9 | 98,6 98,6/ 100,0
F.g (Kor) 99,4 (100,0 | 99,7 | 99,7 | 994 99,7 98,9 100,0
F.g (Jap) 99,4 (100,0 | 99,7 | 99,7 | 994 99,7 98,9| 100,0| 100,0
F.h (USA) | 93,5 | 92,8 | 92,8 | 93,1 | 92,8 92,6/ 92,3 93,1| 93,1 100
F.h (Aus) 93,7 | 93,1 | 93,1 | 93,5 | 93,1 93,1 92,8 93,5| 93,5 99,4/ 100,0
F.hC

F.hg

F.g

Hinh 1. Cac dang hinh thdi ngoai clia quin thé sén 14 gan 16n & trau, bo hai viing Binh Dinh va
Khanh Hoa. F.hC- F. hepatica chudn, mau thu dugc & Oxtraylia,
Nhom F.h- giong F. hepatica; nhom F.hg- trung gian gitta F. hepatica va F. gigantica; nhom F.g- F.
gigantica.
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Két qua nghién ctu nay 1a xac nhan lan dau
tien vé loai F.gigantica ky sinh & nguoi Viét
Nam, dong thoi canh bdo ching ta vé nguy co bi
nhiém loai sdn nay, vi ching rit phd bién & gia
stic an co6 & nude ta. K&t qua cling cho thiy quan
thé F.gigantica & nuéc ta c6 bién di hinh thai
ngoai rit 16n, rat dé gay nham lan trong dinh
loai. Miic do phan héa di truyén la rét thap gitta
céc quan thé F.gigantica & Viét Nam va mot s6
nuéc Nam A, trir quan thé F.gigantica &
Indonéxia, c6 1€ do su cach biét dia ly kha 16n
clia quoc dao nay.

Phan tich 1350 mau san 14 gan 16n thu dugc
tlr 7 con trau va 12 con bo & hai ving Binh Dinh

va Khanh Hoa, trong d6 c¢6 269 miu san & trau
va 1081 mau san & bod. S6 mau vat nay da duoc
phan loai thanh 3 nhom trén co s& hinh thai
ngoai cua ching: nhém F.h ¢6 hinh dang giong
F. hepatica, nhém F.hg c¢6 dang trung gian giita
F. hepatica va F. gigantica va nhém F.g c6 dang
giong F. gigantica (hinhl). S6 luong san, ty 1&
cac nhém theo vat chi dugc trinh bay trong
bang 2 va cho thiy dang Fh va Fhg c6 ty 1é cao
hon nhiéu & trau so vGi bo. Ngoai ra, trong khi
khao sat du trung cua san la gan 16n & giong 6c
Lymnaea tinh Binh Dinh, ching t6i da thu dugc
mot loai redia con chtta 10 cercaria, trong khi
thong thuong redia con ctia F. gigantica chia 5-
6 cercaria (hinh 2).

Hinh 2. a- redia con chita 10 cercaria; b- redia con cta F. gigantica

Bdng 2
S6 lugng san va ty lé ciia cac nhom theo vat chu
Vat chu Trau Bo
Nhom S6 lugng san (con) Ty 1& (%) S6 lugng san (con) Ty 1& (%)
F.h 57 21,2 23 2,1
F.hg 77 28,6 52 4,8
F.g 135 50,2 1006 93,1

Cac thuc nghiém duéi day da duogc tién hanh
dé thir kha niang nhan ban ding doan ADN dich
va tinh dac hiéu ctia cap moi Fg va Rg.

- K§ thuat PCR 16ng: st dung c4c san phdm
PCR cua ciap moéi FF va FR da dugc xac dinh
trinh tu lam ADN khuon mau cho PCR véi cap
moi Fg, Rg. Két qua PCR 1a mot bang ADN cé
c0 doan ding nhu du kién (279 bp) doi véi cac
mau F. gigantica va khong c6 bang vGi cic mau
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F. hepatica. K&t qua thuc nghiém nay dam bao
rang cap moéi Fg, Rg da nhan ban ding doan
ADN dich va dac hiéu vé6i F. gigantica.

- PCR v6i cap moi Fg, Rg va khuon mau 1a
ADN t6ng s ciing cho két qua 12 mot bang
ADN v6i ¢& doan ding nhu du kién doi véi cac
mau F. gigantica va khong c6 bang vGi cic mau
F. hepatica. Két qua nay cho thay cap moi Fg,
Rg la dac hiéu cho F. gigantica, nén khong can



thi€t phai tién hanh ky thuat PCR 16ng trong
chdn dodn phan biét giita F. hepatica va F.
gigantica.

- Két qua PCR khong c6 su sai khac khi
duing ADN téng s6 dugc tich chiét bing
QIAamp blood and tissue Kit (QIAGEN Inc.) va
BioRad Chelex 100™ lam khuon mau. Uu diém
cta phuong phdp tach chiét ADN bang BioRad
Chelex 100™ 12 ré tién, cin it budc thao tic nén
tranh dugc nguy co ngoai nhiém mau.

Tur cac két qua thuc nghiém trén cho thay
dung PCR véi cap moi Fg, Rg va ADN mau
tdch chiét bang BioRad Chelex 100™ 1a rat thich
hop cho viéc xéac dinh thanh phan loai cua quan
thé sdn 14 gan 16n & trau, bo va da duoc sir dung
dé khdo sat 16 miu vat da thu. Két qua cho thay
ca 45 ca thé sdn ctia 3 nhém F.h, F.hg va F.g
(mdéi nhém c6 15 cd4 thé) déu 1a loai F.
gigantica. Ngoai ra, redia chita 10 cercaria cling
chi 1a mot bién thé clia redia thuong gap cta F.

L 1

300 bp

23 45 6 78 9 L 10

gigantica. Hinh 3 trinh bay mot phan két qua
dién di cdc san phdm PCR dac hiéu dé chén
dodn phan biét cic mau khao sit.

Két qua trén cho thdy quén thé san 14 gan
16n thu dugc 6 trau, bo cla hai ving Binh Dinh
va Khéanh Hoa thudc loai F. gigantica va mic do
bién di hinh thai ngoai cla loai nay la rat 16n.
Kha nang ton tai quan thé F. hepatica & ving
nghién ctu 1a rat nhd, nghia la kha nang c6 F.
hepatica ky sinh & nguoi cling rit nho. Két qua
nghién cttu nay cung vG6i nhitng mau thuan trong
céc két qua diéu tra Fasciola truéc day, dat ra
cau hoi 1a c6 ton tai cdc quan thé F. hepatica &
nudc ta hay khong? Van dé nay ciing tuong tu &
mot s6 nudc trong khu vuc nhu Nhat Ban, gan
day trén co s dinh loai bing chi thi ADN da
khang dinh quin thé san Fasciola trén dat nuéc
cua ho la F. gigantica, mac du truéc d6 loai F.
hepatica ciing da dugc ghi nhan trén co s& dinh
loai hinh thai [9].

11 12 13 14 15 16 1718

Hinh 3. Mot phan két qua dién di cac san pham PCR vdéi cap moi Fg va Rg.

Ghi chii: L. thang ¢ doan (ladder) tinh bing bp, 1. F.hC- F. hepatica chudn clia Oxtraylia;
2-6: nhém F.h; 7-11. nhém F.hg; 12-16: nhém F.g; 17: bién thé redia;

18: redia thuong cua F. gigantica.
III. KET LUAN

1. So sanh trinh tw ADN cua ty thé cho thdy
hai c4 thé sdn 14 gan 16n & ngudi thuodc loai
Fasciola gigantica va lan dau tién loai san nay
duoc xdc nhan ky sinh & nguoi Viét Nam.

2. Quan thé sén 14 gan 16n thu duoc & trau,
bo & hai ving Binh Dinh va Khanh Hoa thuoc
loai F. gigantica va kha nang ton tai quan thé F.
hepatica & ving nay la rat nho.

3. Miic do bién di hinh thai ngoai clia quan
thé F. gigantica & Viét Nam rat 16n; da thu thap
duogc 3 nhom c6 bién di hinh thai ngoai 1a nhém
giong véi F. hepatica, nhom trung gian gitra F.
hepatica va F. gigantica va nhom giong F.
gigantica, trong d6 2 nhém dau c6 ty 1& cao hon
nhiéu ¢ trau so véi bo. Khong ¢6 su khac biét vé
di truyén giira cdc nhom san nay.

4. Redia con cua F. gigantica c6 bién thé
chita nhiéu cercaria hon loai thong thuong.
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DNA IDENTIFICATION OF FASCIOLA SPP. ON HUMAN AND CATTLE IN
CENTRAL VIETNAM

DANG TAT THE, LE QUANG HUNG, CAO VAN VIEN
SUMMARY

The comparison and analysis of the DNA sequence of two Fasciola samples collected from humans and
four other Fasciola samples with different morphology collected from cows in Binhdinh province, to the
homologous sequences of the nucleotide of other Fasciola from some countries in South Asia and around the
world, shows that all Fasciola samples from both humans and cows are F.gigantica. For the first time, this
Fasciola species is detected as endoparasites in humans in Vietnam. The F.gigantica population in Vietnam
and some countries in South Asia except Indonesia have the relatively high structural homogentisic.

The macroscopic observation of 1350 Fasciola specimens collected from humans and cattle in Binhdinh
and Khanhhoa provinces identified three different morphological types of the body of F.hepatica, F.gigantica
and the resemblance between F.gigantica and F.hepatica. Specified Polymerase Chain Reaction (PCR) shows
that they are all F.gigantica. This means that F.gigantica has a high potential for morphological disguise, and
that all sanples Fasciola detected in cattle from Binhdinh and Khanhhoa provinces are F. gigantica. It is
possible that F. hepatica does not exist in this region. Also, based on the results of this study and the
conflicting results before, existence of F. hepatica in Vietnam is still open to question. Furthermore, a variant
of redia of F. gigantica with more cercaria than other common types was found from Lymnaea snails.

Ngay nhdn bai: 11-10-2002
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