Ph­¬ng ph¸p ChÈn ®o¸n bÖnh sèt rÐt

Tõ chuÈn vµng giemsa ®Õn ph¶n øng chuçi trïng hîp

Huúnh Hång Quang, TriÖu Nguyªn Trung, Cao V¨n ¶nh                                                                                           
BÖnh sèt rÐt (SR) do loµi ®¬n bµo Plasmodium spp. g©y ra, hiÖn vÉn ®ang lµ mét th¸ch thøc lín vÒ søc khoÎ céng ®ång, ¶nh h­ëng ®Õn ®êi sèng kinh tÕ-x· héi cña nhiÒu quèc gia trªn thÕ giíi, nhÊt lµ nh÷ng n­íc t¹i ch©u Phi vµ nh÷ng n­íc vïng nhiÖt ®íi, cËn nhiÖt ®íi, trong ®ã cã ViÖt Nam. Theo b¸o c¸o Tæ chøc Y tÕ ThÕ giíi (OMS), bÖnh sèt rÐt l­u hµnh trªn 100 quèc gia vµ c¸c vïng l·nh thæ kh¸c nhau, víi kho¶ng 2,4 tØ ng­êi chiÕm 40% d©n sè thÕ giíi. Hµng n¨m, cã kho¶ng 300-500 triÖu tr­êng hîp m¾c sèt rÐt; trong ®ã 1,5 - 2,7 triÖu ng­êi tö vong, trong sè nµy kho¶ng mét triÖu tr­êng hîp x¶y ra ë trÎ em d­íi 5 tuæi. Do ®ã, nh»m kh«ng chÕ bÖnh tËt vµ tö vong, trong chiÕn l­îc phßng chèng sèt rÐt (PCSR)  mµ Tæ chøc Y tÕ ThÕ giíi ®Ò ra, chÈn ®o¸n sím vµ ®iÒu trÞ kÞp thêi lµ ­u tiªn hµng ®Çu.

§· h¬n 120 n¨m tr«i qua kÓ tõ khi t¸c gi¶ Alhponse Laveran, mét nghiªn cøu viªn cao cÊp cña hai viÖn Pasteur Paris vµ ViÖn Hµn l©m Ph¸p (AcadÐmie francaise)(1880) vµ nhËn gi¶i th­ëng Nobel Y häc (1907) ph¸t hiÖn vµ m« t¶ ký sinh trïng sèt rÐt (KSTSR) trong hång cÇu ng­êi, ®Õn nay c«ng t¸c chÈn ®o¸n chñ yÕu vÉn dùa vµo ph­¬ng ph¸p Giªm sa cæ ®iÓn b»ng trªn lam m¸u giät dµy vµ giät máng, råi soi d­íi kÝnh hiÓn vi (KHV) ¸nh s¸ng th­êng. §¸nh gi¸ chuÈn kÕt qu¶ mét lam m¸u giät dµy dùa trªn 100 vi tr­êng vËt kÝnh dÇu, ®é phãng ®¹i kho¶ng 600-700 lÇn, t­¬ng ®­¬ng víi kho¶ng 0,25 (L m¸u. Ng­ìng ph¸t hiÖn lµ 10-20 KST/(L, t­¬ng ®­¬ng víi mËt ®é KSTSR 0,004%. Tuy nhiªn, trong thùc tÕ kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn cña mét kü thuËt viªn (KTV) cã kinh nghiÖm th­êng chØ ®¹t ®­îc ë møc 100 KST/(L.

Mét sè mèc lÞch sö nghiªn cøu vÒ chÈn ®o¸n sèt rÐt 
KÓ tõ n¨m 1848 ®Õn nay, nhiÒu kü thuËt ph¸t hiÖn vµ chÈn ®o¸n bÖnh sèt rÐt ®­îc ph¸t triÓn vµ c¶i tiÕn liªn tôc tõ chÈn ®o¸n b»ng KHV ®Õn PCR hiÖn ®¹i theo thø tù thêi gian.

1848 
Virchow vµ Frerichs ë §øc ®· ghi nhËn sù cã mÆt h¹t s¾c tè trong hång    cÇu nhiÔm cã thÓ cã liªn quan ®Õn TVSR 

1880   Alphonse Laveran lóc ë Angieria ®· ph¸t hiÖn vµ m« t¶ tû mû h×nh th¸i KSTSR ë  m¸u ng­êi 

1886  

Golgi ë Italy m« t¶ mét c¸ch chi tiÕt 2 lo¹i KSTSR g©y bÖnh cho ng­êi lµ P.falciparum vµ P.vivax.

1889-1890 Celli vµ  Marchiafava ë Italy ®· m« t¶ h×nh thÓ P.falciparum.

1890 Romanowski ph¸t triÓn ph­¬ng ph¸p nhuém ®a s¾c ®Ó chøng minh KSTSR ë lam m¸u nhuém vµ ®Õn nay ch­a cã ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n nµo thay thÕ ®­îc.

1894 Manson ®­a ra gi¶ thuyÕt bÖnh sèt rÐt lan truyÒn do muçi tõ ng­êi sang ng­êi.

1992-1993
Barker R.H (1990), Snounou G (1993) ph¸t hiÖn KSTSR trong m¸u bÖnh nh©n b»ng c¸c kü thuËt hiÖn ®¹i (PCR, DNA probe hay Nested PCR)

1989- 2000
Tirasophon W (1993); Wilson M.D (1989) Povoa M.M (2000): Ph¸t hiÖn KSTSR trong tuyÕn n­íc bät c¸c loµi muçi truyÒn SR vµ ®¸nh gi¸ møc ®é lan truyÒn cña bÖnh SR.

Ph­¬ng ph¸p nhuém giªm sa cã mét sè nh­îc ®iÓm lµ khã ¸p dông ë nh÷ng vïng s©u, vïng xa trong hÖ thèng ch¨m sãc søc khoÎ, cÇn mét cë së cã trang thiÕt bÞ ®Çy ®ñ, æn ®Þnh; KTV lµnh nghÒ, cã kinh nghiÖm trong chuyªn ngµnh sèt rÐt; thêi gian tr¶ lêi kÕt qu¶ l©u, th­êng Ýt nhÊt lµ 60 phót, (ngo¹i trõ còng cã tr­êng hîp t¨ng nång ®é giªm sa th× rót ng¾n thêi gian nhuém l¹i vµ kÕt qu¶ sµng läc sím h¬n), ...¶nh h­ëng ®Õn quyÕt ®Þnh cña tiÕn tr×nh ®iÒu trÞ cña thÊy thuèc.

Nh»m kh¾c phôc nh÷ng h¹n chÕ trªn cña ph­¬ng ph¸p giªm sa, nhiÒu ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n míi ra ®êi nh­ QBCtest, ph­¬ng ph¸p nhuém acridine orange (AO) cña t¸c gi¶ Kawamoto, ph­¬ng ph¸p lÈy da néi b×, chÈn ®o¸n th­êng quy dùa theo c«ng thøc m¸u t¹i c¸c trung t©m y tÕ, thö nghiÖm huyÕt thanh häc nãi chung (serological test), vËt dß DNA (DNA probe), ph¶n øng chuçi trïng hîp DNA ( PCR- Polymerase chain reaction, Nested-PCR), vµ ®Æc biÖt c¸c test chÈn ®o¸n nhanh (Rapid Diagnostics Tests-RDTs) mµ hiÖn t¹i trong giíi chuyªn m«n gäi lµ c«ng nghÖ que nhóng (dipstick technology) nh­ ICT, OptiMAL,.Assure, RapidMAL, Vectest,...

Nh­îc ®iÓm tån t¹i cña c¸c ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n sèt rÐt lµ chóng ph¶i ®­îc yªu cÇu mét c¸ch râ rµng tõ thÇy thuèc l©m sµng, nghÜa lµ thÇy thuèc ®iÒu trÞ ph¶i nghÜ ®Õn bÖnh nh©n cã thÓ m¾c sèt rÐt hay kh«ng. Trong b¸o c¸o gÇn ®©y ë Canada, 59% tr­êng hîp sèt rÐt bÞ bá sãt trong lÇn kh¸m ®Çu tiªn, vµ 16% tr­êng hîp ph¶i mÊt h¬n 3 lÇn th¨m kh¸m bÖnh tr­íc khi xÐt nghiÖm lam  m¸u chÈn ®o¸n sèt rÐt míi ®­îc yªu cÇu (Malaria review, 2005).

C¸c ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n sèt rÐt

1. Ph­¬ng ph¸p cæ ®iÓn giªmsa - chuÈn vµng (gold standard)

Giíi thiÖu

 MÆc cho thêi gian vµ kü thuËt hiÖn ®¹i ®Õn ®©u chóng ta còng kh«ng thÓ phñ nhËn nh÷ng kü thuËt nµo ®· ®­îc coi nh­ mét chuÈn vµng. Hay nãi mét c¸ch kh¸c, hiÖn nay trªn thÞ tr­êng vµ trong y häc thùc hµnh sö dông rÊt nhiÒu xÐt nghiÖm huyÕt thanh vµ miÔn dÞch häc ®Ó ph¸t hiÖn bÖnh SR, song kh«ng cã kü thuËt nµo cã thÓ thay thÕ hoµn toµn cho chuÈn vµng- ®ã lµ ph­¬ng ph¸p cæ ®iÓn giªm sa. Nã lµ ph­¬ng ph¸p th­êng quy trong thùc hµnh y khoa, nhÊt lµ trong lÜnh vùc bÖnh truyÒn nhiÔm. Song kh«ng ph¶i v× thÕ, thÇy thuèc l©m sµng bá qua hay nªn nhí r»ng sù cã mÆt cña KSTSR kh«ng ph¶i lu«n lu«n lµ nguyªn nh©n chÝnh bÖnh hiÖn t¹i!


Ph­¬ng ph¸p nhuém lam m¸u ®Ó t×m KSTSR cã rÊt nhiÒu kü thuËt kh¸c nhau, song nh×n chung, nã cã nguyªn lý t­¬ng tù  nh­ ph­¬ng ph¸p nhuém giªm sa cæ ®iÓn hoÆc ph­¬ng ph¸p vµ c¸ch tiÕn hµnh cã mét sè ®iÓm kh¸c nhau tuú thuéc vµo lo¹i kü thuËt vµ thuèc nhuém chÝnh:

· NÕu nhuém theo c¸c lo¹i thuèc nhuém cña Romanowsky, cã c¸c kü thuËt sau:

· Giªm sa

· Wright

· Field

· Leishman

· NÕu nhuém theo ph­¬ng ph¸p cã thuèc nhuém Fluorochrome, cã c¸c kü thuËt: 

· Acridine orange

· Benzothiocarboxypurine

· Morin (3,5,7,1’, 4’- pentahydroxyflavanol)

Nguyªn lý, mét sè ®iÓm cÇn chó ý khi thùc hiÖn vµ ®äc kÕt qu¶ 


KSTSR dÔ dµng ®­îc ph¸t hiÖn trong giät dµy, nh­ng cã khã kh¨n trong nhËn d¹ng KSTSR v× mäi hång cÇu chøa KST ®· bÞ dung gi¶i khi nhuém (do kh«ng cè ®Þnh). Nh÷ng thµnh phÇn tÕ bµo m¸u nh×n thÊy trong lam m¸u chØ lµ b¹ch cÇu vµ KSTSR. Tuy nhiªn, nh÷ng KST dÓ bÞ h­ biÕn do dung gi¶i hemoglobin vµ do ®Ó hong kh« l©u trong kh©u lÊy m¸u xö lý vµ nhuém lam. Do vËy, nh÷ng thÓ t­ d­ìng trÎ ®­îc ph¸t hiÖn trªn lam m¸u víi nh÷ng h×nh nhÉn kh«ng ®Çy ®ñ hoÆc chØ nh÷ng chÊm bµo t­¬ng mµu xanh vµ h¹t nhiÔm s¾c ®á t¸ch rêi; nh÷ng thÓ t­ d­ìng P.vivax muén víi m¶nh bµo t­¬ng ph©n ®o¹n vµ h¹t schufner kh«ng râ rµng; d¶i b¨ng cña P.malariae kh«ng cßn ®iÓn h×nh, song c¸c thÓ ph©n liÖt vµ giao bµo cña KSTSR vÉn gi÷ nguyªn tr¹ng th¸i vµ h×nh liÒm giao bµo P.falciparum vÉn cho h×nh th¸i râ.


Trong giät m¸u dµy, nhiÒu khi sù dung gi¶i hemoglobin còng lµm chóng ta ph¸t hiÖn sãt ®i mét sè KSTSR, nh­ng còng tuú thuéc vµo xö lý kü thuËt nhuém vµ th«ng th­êng h¹t s¾c tè cßn nguyªn vÑn trªn lam.  ViÖc t×m ra KSTSR vµ x¸c ®Þnh chñng lo¹i tuú thuéc vµo kü n¨ng vf tr×nh ®é KTV. Trªn giät dµy cho phÐp t×m KSTSR nhanh h¬n giät máng khi l­îng KST qu¸ Ýt. Quy ®Þnh hiÖn nay r»ng trªn mét lam m¸u nªn  lµm 1 giät m¸u dµy vµ 1 giät máng nh»m môc ®Ých hæ trî trong ph¸t hiÖn chñng lo¹i vµ ph¸t hiÖn nhanh ®Ó ®­a ra quyÕt ®Þnh ®iÒu trÞ.  Chóng ta nhí r»ng lam giät dµy gåm nhiÒu líp hång cÇu, líp nµy ®Æt trªn líp kia, khi lam giät dµy nhuém víi thuèc nhuém giªm sa, n­íc trong thuèc nhuém sÏ t¸c ®éng lªn hång cÇu tù nã kh«ng thÓ b¶o tån ®­îc. V× hång cÇu kh«ng thÓ b¶o tån ®­îc nªn c¸c chÊt bªn trong nã sÏ hoµ tan trong n­íc. Thµnh phÇn chÝnh cña hång cÇu lµ hemoglobine sÏ bÞ dung gi¶i. HiÖn t­îng nµy x¶y ra khi chóng ta ®Æt lam giät dµy vµo ®Üa hay khay nhuém cã chøa n­íc trong vßng 1-2 phót mµu ®á cña Hb b¾t ®Çu tho¸t ra ngoµi giät dµy vµ ®Ó l¹i giät m¸u nh¹t mµu, tr¾ng ®ôc. TÊt c¶ nh÷ng g× cßn l¹i cuèi giai ®o¹n nhuém ®Òu lµ dÊu vÕt cña  hång cÇu, b¹ch cÇu, tiÓu cÇu.  V× kh«ng bÞ dµn máng thµnh mét líp duy nhÊt ë trªn lam kÝnh nªn b¹ch cÇu cã vÎ nhá h¬n vµ nguyªn sinh chÊt ®Æc h¬n ë quanh nh©n. 

XÐt nghiÖm lam m¸u t×m KSTSR, th­êng gåm c¸c b­íc sau ®©y:

· Giät dµy: tr­íc tiªn huû hemoglobine trong n­íc sau ®ã nhuém Giªm sa

· Giät máng: cè ®Þnh cån (dÓ ph©n biÖt chñng lo¹i).



C¸c ph­¬ng ph¸p nhuém: Giªm sa, Leishman, J.S.B (Jaswant Singh Battacharya- mét ph­¬ng ph¸p th­êng sö dông trong Ch­¬ng tr×nh phßng chèng sèt rÐt Ên §é).



§Õm sè l­îng KST trªn 8000 b¹ch cÇu ë giät dµy vµ ë giät máng ®Õm sè KST trªn 1000 hång cÇu hay nhiÒu h¬n tuú mËt ®é cao hay thÊp, sau ®ã nh©n víi sè hång cÇu/ (L  chia cho 1000; hoÆc tÝnh ­íc l­îng theo nhiÒu b¶ng tÝnh sau:

1-10 KST/100 vi tr­êng  giät dµy:
(+)

11-100 KST/ 100 vi tr­êng  giät dµy 
(++)

1-10 KST/1 vi tr­êng  giät dµy

(+++)

> 10 /1 vi tr­êng  giät dµy


(++++)


Song c¸ch ®¸nh gi¸ trªn chØ mang tÝnh ­íc l­îng chø kh«ng nãi lªn møc ®é trÇm träng trong mét sè tr­êng hîp; ch¼ng h¹n nÕu bÖnh nh©n cã 5000 KSTSR/ (L lµ chóng ta ®¸nh gi¸ (++++) nh­ng nÕu M§KSTSR > 40.000 KST/ (L còng ®¸nh gi¸ lµ (++++), khi ®ã kh«ng thÓ nãi lªn tiªn l­îng cho bÖnh nh©n (v× trªn thùc tÕ l©m sµng th× mËt ®é KSTSR cao ®­îc xem lµ mét tiªu chuÈn chÈn ®o¸n sèt rÐt nÆng hoÆc sèt rÐt ¸c tÝnh).

Quy tr×nh kü thuËt
i. ChuÈn bÞ lam m¸u: lam m¸u ph¶i lÊy lam s¹ch cã kÝch th­íc 25 x 75mm, kh«ng dÝnh mì. M¸u ®­îc lÊy ë ®Çu ngãn tay hoÆc d¸i tai, hoÆc ngãn c¸i bµn ch©n hay ë gãt ch©n trÎ em,... Da ®­îc lau s¹ch b»ng cån vµ ®Ó kh« tr­íc khi lÊy m¸u b»ng kim chÝch m¸u chuyªn dïng (vÒ mÆt an toµn sinh häc kim nµy chØ dïng mét lÇn), lÊy mét giät m¸u sau khi ®· bá giät m¸u ®Çu.

ii.  Ghi m·: C¸c lam m¸u ®Òu ®­îc ghi tªn hoÆc m· sè phï hîp víi phiÕu xÐt nghiÖm kÌm theo. HiÖn nay th­êng nhuém giªm sa hoÆc Leishman, hoÆc ph­¬ng ph¸p nhuém Field. Nh­ng th«ng dông nhÊt vÉn lµ nhuém giªm sa.

· Ph­¬ng ph¸p nhuém Giªm sa:

· Giät m¸u dµy: sau khi m¸u ®Çu ngãn tay nhá xuèng lam kÝnh ®é 2,3 giät ®ñ kÝch th­íc giät m¸u 1,5cm ®­êng kÝnh (cã thÓ ®¸nh giät m¸u b»ng mét gãc lam cña mét lam kh¸c, nh­ng còng cã t¸c gi¶ kh«ng cÇn ®¸nh m¸u). §Ó kh« tù nhiªn tr¸nh bôi vµ c¸c c«n trïng kh¸c v©y bÈn 

· Giät m¸u máng: nhá giät m¸u nhá vµo ®Çu lam vµ dïng  mét c¹nh lam kh¸c kÐo m¸u ®i víi mét gãc 450. §Ó m¸u kh« tù nhiªn vµ cè ®Þnh b»ng cån nguyªn chÊt. Chó ý ®éng t¸c dµn m¸u ph¶i ®Òu ®Æn kh«ng nhanh qu¸ (lµm giät m¸u ®µn qu¸ máng vµ tíi s¸t cùc d­íi lam), kh«ng chËm qu¸ (giät ®µn sÏ ng¾n vµ dµy). 

iii.  C¸ch pha c¸c dung dÞch nhuém:

* Dung dÞch mÑ ®­îc pha chÕ tõ bét Giªm sa theo c«ng thøc: 

· Giªm sa bét (Azure B type) 3,8g

· Glycerol tinh khiÕt 250 ml

· Methyl alcohol tuyÖt ®èi 250 ml

Bét ®­îc nghiÒn kü trong cèi sø b»ng chµy sø tõng l­îng nhá, tõ tõ ®æ hçn hîp: “ glycerol + cån” tõng Ýt mét vµ liªn tôc nghiÒn sao cho cã d¹ng mÞn, nhuyÔn;  sau ®ã ®Ó 1 tuÇn cho l¾ng tña vµ ch­a läc ngay. Dung dÞch mÑ cã thÓ ®Ó nguyªn trong lä mµu cã nót thuû tinh, chØ läc tr­íc khi pha, ®­îc tÝnh s½n thÓ tÝch tõng mÎ nhuém. Tr¸nh ®Ó dung dÞch nhuém chç n¾ng vµ n¬i qu¸ nãng.



* Pha thuèc nhuém giªm sa: cho dung dÞch ®Öm pha vµo dung dÞch mÑ mçi ®ît nhuém lam ®­îc pha chÕ theo c«ng thøc sau

· Potasium dihydrogen phosphate KH2PO4  0,7 g

· Disodium hydrogen phosphate Na2HPO4  1,0g

· N­íc cÊt (DW /ED) 1000 ml

iv. Kü thuËt nhuém lam m¸u

· Giät máng
(1) Giät m¸u máng (giät ®µn) cè ®Þnh b»ng cån methylique tuyÖt ®èi trong 30 gi©y.

(2)  Dung dÞch nhuém míi pha (5ml dung dÞch giªm sa mÑ cho vµo 100ml dung dÞch ®Öm) 5%.

(3) Nhá lªn lam m¸u dÞch nhuém Giªm sa, thêi gian nhuém dÓ 30 phót (chuÈn)

(4) Röa thuèc nhuém b»ng n­íc s¹ch nhÑ nhµng vµ ®Ó kh« lam.

· Giät dµy
(1) Giät m¸u dµy ®Ó kh« (kh«ng ®­îc h¬ nãng), tèt nhÊt lµ ®Ó 24 giê trong nhiÖt ®é phßng, ë 370C còng ph¶i ®Ó tèi ®a 2 giê th× míi ®¶m b¶o chÊt l­îng lam.

(2) Pha 3-5 ml dung dÞch Giªm sa mÑ cho vµo 100 ml dd ®Öm pha s½n

(3) Nhá thuèc nhuém phñ kÝn giät m¸u dµy trong 30 phót.

(4) Röa lam nhÑ nhµng (tr¸nh bong giät m¸u) b»ng n­íc s¹ch.

(5) §Ó kh« lam sau nhuém, kh«ng h¬ nãng.


Ph­¬ng ph¸p soi vËt kinh dÇu



Khi sö dông vËt kÝnh dÇu lµ khi soi, chóng ta nhá mét giät dÇu lªn tiªu b¶n tr­íc khi quan s¸t. DÇu soi ph¶i lµ dÇu soi chuyªn dông (immersion oil), th­êng dïng lo¹i dÇu b¹ch h­¬ng hay dÇu anisole v× dÇu anisole bèc h¬i khái tiªu b¶n sau mét thêi gian, ®iÒu nµy cã nghia lµ sau khi soi kh«ng cÇn ph¶i lau s¹ch dÇu vµ nh­ vËy Ýt cã kh¶ n¨ng lµm x­íc hoÆc trãc, thËm chÝ chïi mÊt mÉu m¸u



T¹i nh÷ng phßng thÝ nghiÖm dïng dÇu soi mua ë thÞ tr­êng, cÇn thiÕt ph¶i lau thÊu kÝnh cña vËt kÝnh sau khi ®· kÕt thóc c«ng viÖc b»ng v¶i mÒm cã tÈm xylene.

C¸c c¸ch tiÕn hµnh khi dïng vËt kÝnh dÇu

i. §iÒu chØnh ®é chiÕu s¸ng.

ii. Dïng hÖ thèng ®iÒu chØnh th« (èc vÜ cÊp) ®Ó ®­a cao èng kÝnh lªn.

iii. Khi ®· ®ñ kho¶ng c¸ch gi÷a m©m kÝnh vµ vËt kÝnh x100,  quay l¹i m©m vËt kÝnh ®Ó cho vËt kÝnh ë bªn trªn tiªu b¶n.

iv. Nhá 1-2 giät dÇu soi lªn tiªu b¶n ë diÖn ®Þnh xÐt nghiÖm.

v. Dïng hÖ thèng ®iÒu chØnh th« h¹ thÊp mét c¸ch cÈn thËn vËt kÝnh cho ®Õn khi thÊu kÝnh tiÕp xóc víi dÇu soi. Khi ®ã n©ng nhÑ nhµng thÊu kÝnh lªn sao cho thÊu kÝnh vµ dÇu vÉn cßn dÝnh nhau.

vi. Dïng hÖ thèng ®iÒu chØnh tinh (èc vi cÊp) dÓ ®Æt tiªu b¶n vµo ®óng tiªu cù vµ ®iÒu chØnh ®é chiÕu s¸ng b»ng c¸ch ®iÒu chØnh mµn ch¾n s¸ng.

§Æc ®iÓm h×nh th¸i khi xem KSTSR d­íi kÝnh hiÓn vi


Kü thuËt giät m¸u dµy do Ronald Ross ®Ò ra n¨m 1903 tËp trung ®­îc 20-30 líp hång cÇu trªn mét diÖn tÝch nhá, cho phÐp ta ph¸t hiÖn nhanh KSTSR.



P.falciparum: (1) hång cÇu nhiÔm tr­¬ng to; (2) thÓ nhÉn m¶nh, ®«i khi cã 2-3 nhÉn trong mét hång cÇu; (3) nhÉn ®èi khi cã 2 h¹t chÊt nhiÔm s¾c (chromatine); (4) thÎ c¸nh chim ë diÒm hång cÇu; (5) Ýt khi gÆp thÓ t­ d­ìng giµ ë m¸u ngo¹i biªn; (6) giao bµo h×nh liÒm hay h×nh chuèi, th­êng xuÊt hiÖn muén trong m¸u ngo¹i biªn (3-4 tuÇn sau nhiÔm); (7) cã thÓ xuÊt hiÖn chÊm lèm ®èm Maurer.



P.vivax: (1) hång cÇu nhiÔm tr­¬ng to; (2) thÓ nhÉn tr­ëng thµnh dµy vµ th«, ®«i khi cã 2-3 nhÉn trong mét hång cÇu; (3) nhÉn ®èi khi cã 2 h¹t chÊt nhiÔm s¾c (chromatine); (4) thÎ c¸nh chim ë diÒm hång cÇu; (5) Ýt khi gÆp thÓ t­ d­ìng  giµ ë m¸u ngo¹i biªn; (6) giao bµo h×nh liÒm hay h×nh chuèi, th­êng xuÊt hiÖn muén trong m¸u ngo¹i biªn (3-4 tuÇn sau nhiÔm); (7) cã thÓ xuÊt hiÖn chÊm lèm ®èm Maurer.


Tr­íc khi kÕt luËn mét lam ©m tÝnh (kh«ng t×m thÊy KSTSR) ph¶i soi Ýt nhÊt 200 vi tr­êng víi ®é phãng ®¹i 7x100 hoÆc 10x100 trªn giäit dµy; cßn giät máng Ýt nhÊt ph¶i soi ®­îc 50.000 hång cÇu; Khi theo dâi ®¸nh gi¸ hiÖu qu¶ thuèc SR, ng­êi ta th­êng tÝnh mËt ®é KSTSR trªn 1 mm3  m¸u dùa vµo c«ng thøc hång/ b¹ch cÇu.

· Ph­¬ng ph¸p nhuém Field (giät dµy)

i. Lam  m¸u ®em nhóng vµo thuèc nhuém A trong vßng 5 gi©y (xanh methylÌne).

ii. Röa s¹ch nhÑ nhµng d­íi vßi n­íc s¹ch trong 5 gi©y, cho ®Õn khi cÇm lam kÝnh lªn thÊy trong veo lµ ®¹t hiÖu qu¶.

iii. LÊy lam m¸u ra vµ nhóng tiÕp tôc vµo thuèc nhuém B (dung dÞch eosine), chó ý nhóng thËt nhanh vµ rót lam m¸u ra thËt nhanh.

iv. Röa lam thËt thanh trong vßng 5 gi©y d­íi vßi n­íc vµ ®Ó kh« lam.

· Ph­¬ng ph¸p nhuém Wright (giät máng)

i. Phñ lªn lam m¸u lo¹i dung dÞch gèc (stock) trong 1,5- 2 phót.

ii. Thªm mét l­îng t­¬ng ®­¬ng n­íc cÊt s¹ch hoÆc dung dÞch buffer (pH 7,2). Nhuém trong 3 phót, khi ®æ dung dÞch lªn kh«ng cho ®æ ra ngoµi lam.

iii. Röa b»ng n­íc cÊt hoÆc dung dÞch ®Öm, sau ®ã ®Ó kh« tù nhiªn.

C¸c thµnh phÇn cña m¸u b×nh th­êng


M¸u khi lÊy trùc tiÕp tõ tÜnh m¹ch vµo mét èng nghiÖm lµ mét chÊt láng mµu ®á. NÕu ®Ó èng nghiÖm trong t­ thÕ ®øng tõ 15-20 phót, chóng ta thÊy m¸u t¸ch ra 2 líp kh¸c nhau: líp huyÕt thanh (líp chÊt láng mµu vµng nh¹t) vµ huyÕt t­¬ng côc m¸u lµ mét chÊt cã ®é ch¾c võa ph¶i, cã mµu sÉm h¬i ®en, nã chøa hång cÇu, b¹ch cÇu, tiÓu cÇu.

§Õm kÝ sinh trïng sèt rÐt (counting malaria)

i. Trªn giät m¸u máng: lµ chóng ta ®Õm sè l­îng KSTSR trung b×nh trªn 1000 hång cÇu (chó ý r»ng mét vi tr­êng cã 200-250 hång cÇu). Tõ kÕt qu¶ tÝnh ®­îc, chóng ta cã thÓ quy ra tû lÖ phÇn tr¨m nhiÔm cña bÖnh nh©n.

ii. Trªn giät m¸u dµy:


+ Sè l­îng KSTSR/ 1 (l m¸u: ®Õm sè l­îng trung b×nh KSTSR trªn 200-500 b¹ch cÇu. Sè l­îng KSTSR/ (l m¸u ®­îc tÝnh nh­ sau:






Sè l­îng KSTSR ®Õm ®­îc x 8000



KSTSR/ (l m¸u =






    Sè l­îng b¹ch cÇu ®Õm ®­îc


+  Theo hÖ ph©n lo¹i dÊu céng (plus system) ®­îc tÝnh nh­ trªn.

Mét sè lçi th­êng gÆp khi lµm lam m¸u


Cã mét sè lçi th«ng th­êng ®èi víi c¸c lam m¸u vµ c¬ thÓ ng­êi bÖnh g©y nhÇm lÉn ®Õn viÖc ®¸nh dÊu nhuém hay xÐt nghiÖm vµ ®äc kÕt qu¶.

i. §Æt vÞ trÝ cña giät m¸u: ph¶i nh×n xem n¬i nµo ®Ó ®Æt giät m¸u cho ®óng trªn lam kÝnh. NÕu ®Æt kh«ng ®óng, cã thÓ g©y khã kh¨n trong xÐt nghiÖm lam giät dµy. Trong khi nhuém hay trong qu¸ tr×nh ®Ó kh«, cã thÓ giät m¸u mét phÇn bÞ chµ s¸t.

ii. Qu¸ nhiÒu m¸u trªn lam kÝnh: sau khi nhuém th× giät dµy sÏ bÞ xanh qu¸, sÏ cã nhiÒu b¹ch cÇu ë giät m¸u dµy vµ nh÷ng BC nµy sÏ lµm tèi hay che lÊp KSTSR nÕu cã.  Lam giät máng qu¸ dµy khã xÐt nghiÖm sau khi cè ®Þnh.
Qu¸ Ýt m¸u: trong tr­êng hîp nµy sè l­îng b¹ch cÇu trong giät dµy ë vi tr­êng qu¸ thÊp vµ chóng ta kh«ng ®ñ m¸u ®Ó soi trong thêi gian quy ®Þnh th­êng quy, giät máng qu¸ nhá kh«ng ®ñ chç ®Ó ®¸nh dÊu ch¼ng h¹n.

iii. M¸u dµn trªn lam kÝnh cã dÝnh mì: giät m¸u bÞ dµn ra kh«ng ®Òu nªn khã soi, cã thÓ ngay c¶ giät dµy còng bÞ bong ra trong qu¸ tr×nh nhuém. 
iv. Bê cña lam kÝnh dµn ra bÞ mÎ: khi bê cña lam kÝnh dµn m¸u bÞ mÎ, giät máng khi dµn ra sÏ cã nhiÒu v¹ch vµ nhiÒu ®u«i. ViÖc ®¸nh lam giät dµy còng bÞ háng.
v. Giät máng qu¸ lín, giät dµy ®Æt sai chç: kÝch th­íc cña giät m¸u máng sÏ lµm sai lÖch vÞ trÝ cña giät dµy cã thÓ trong qu¸ tr×nh nhuém hay lóc ®Ó kh«, cã nh÷ng phÇn cña lam giät dµy bÞ bong bëi c¹nh cña m¸ng nhuém hay khu«n ®Ó kh« lam m¸u. SÏ khã hay kh«ng thÓ x¸c ®Þnh ®óng vÞ trÝ giät dµy ë giai ®o¹n soi lam.
vi. Mét sè lçi kh¸c cã thÓ thÊy trªn lam m¸u

· Ruåi, d¸n, kiÕn cã thÓ ¨n m¸u kh« vµ lµm tæn h¹i ®Õn c¸c giät m¸u.

· Giät m¸u ®­îc lµm trªn nh÷ng lam kÝnh bÞ x­íc nhiÒu.

· Giät dµy kh« kh«ng ®Òu.

· Cè ®Þnh c¸c giät dµy b»ng søc nãng hay ®Ó kh« kh«ng ®ñ thêi gian & nh­ thÕ nhuém sÏ khã kh«ng ®¹t yªu cÇu.

· C¸c lam m¸u ®ãng gãi cïng nhau tr­íc khi c¸c giät dµy ®­îc kh« thËt sù vµ c¸c tiªu b¶n sÏ dÝnh nhau

Mét sè h×nh ¶nh gi¶ t¹o cã g©y nhÇm lÉn cho chÈn ®o¸n kÝ sinh trïng sèt rÐt (artifacts)


Chóng ta cã thÓ mét vµi lÇn nh×n thÊy 1-2 vËt gi¶ trong nh÷ng lam m¸u mµ g©y ra sù nhÇm lÉn víi h×nh ¶nh cña KSTSR . C©u hái ®Æt ra: “ liÖu ®©y lµ KSTSR hay kh«ng”  khiÕn chóng ta ®­a ra kÕt qu¶ cho ng­êi thÊy thuèc l©m sµng ®iÒu trÞ kÞp thêi ch¨ng.


NÕu chóng kh«ng ph¶i lµ KSTSR th× chóng lµ c¸i g×, thµnh phÇn cña m¸u ch¨ng? §©y lµ c©u hái khã tr¶ lêi ngay. Chóng cã thÓ lµ nÊm ph¸t triÓn trªn nh÷ng giät m¸u nªn chóng ta ph¶i tr¸nh nhÇm lÉn b»ng c¸ch nhuém lam m¸u cµng sím cµng tèt sau khi lÊy m¸u vµ ®Ó kh«, trong vßng 48 giê lµ chËm nhÊt. DÜ nhiªn, ®iÒu nµy kh«ng ph¶i lóc nµo còng  thùc hiÖn ®­îc.


Mét sè h×nh gi¶ bay trong kh«ng khÝ vµ ®­îc giã ®­a ®i, chóng dÝnh trªn lam m¸u trong qu¸ tr×nh m¸u kh« tr­íc khi nhuém hay sau khi nhuém vµ trong khi ®Ó kh« m¸u ®· nhuém. Mét sè kh¸c coi nh­ lµ chÊt lµm nhiÔm bÈn giät m¸u: cã lÏ chóng ta kh«ng lau s¹ch tay tr­íc khi lÊy m¸u, ngay c¶ lam m¸u còng lµ nguyªn nh©n cña vÊn ®Ò.


Trong khi kh«ng h¼n lµ mét h×nh gi¶ mµ chóng ta v« t×nh thÊy Êu trïng cña Wuchereria bancrofti hay cña loµi kh¸c. H×nh d¹ng cong mÒm m¹i vµ ®­îc x¸c ®Þnh râ khi nhuém giªm sa.

Ch¼ng h¹n:

· TÕ bµo l­íi vµ m¶nh chromatide, c¸c nhãm riªng rÏ hång cÇu non (ch­a tr­ëng thµnh) trong thiÕu m¸u nÆng, cÊc tinh thÓ cña thuèc nhuém giªm sa, c¸c m¶nh vôn.

· TiÓu cÇu vµ tÕ bµo vµ c¸c h¹t toan tÝnh, c¸c vÕt x­íc kiÓu tr­ît trªn lam kÝnh.                                                
· TÕ bµo thùc vËt (vegetable cells),  nh÷ng lç chç thuû tinh trªn lam kÝnh mê.

    

·  Bµo nang nÊm  (hyphae and spores fungus).
2. Kü thuËt QBC( (Quantitative Buffy Coat) test

Giíi thiÖu

Kü thuËt QBC( (Quantitative Buffy Coat) ®­îc giíi thiÖu lÇn ®Çu tiªn n¨m 1983 bëi 2 t¸c gi¶ Wardlaw vµ Levine. Sau ®ã h·ng Becton Dickinson cho ra ®êi c¸c thiÕt bÞ chuyªn dông cho kü thuËt nµy. KÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy ph­¬ng ph¸p cã ®é nh¹y cao so víi ph­¬ng ph¸p nhuém giªm sa th­êng quy. V× nhuém hång cÇu cã KST b»ng acridine, quay ly t©m ®Ó tËp trung KSTSR, råi xem d­íi huúnh quang. Kü thuËt nµy dïng trong tr­êng hîp cÇn x¸c ®Þnh c¨n nguyªn nh­ng KSTSR qu¸ Ýt, kh«ng thÓ ph¸t hiÖn ®­îc b»ng ph­¬ng ph¸p th­êng quy. §iÓm ®¸ng chó ý r»ng kü thuËt QBC kh«ng cho phÐp ®Þnh l­îng.

Nguyªn lý

· Kü thuËt QBC dùa trªn nguyªn lý b¾t mµu AO cña DNA hay RNA cña KSTSR d­íi KHV huúnh quang. Nh©n sÏ ph¸t mµu xanh l¸ c©y vµ bµo t­¬ng b¾t mµu ®á tÝm.

· Nhuém Acridine  mµu da cam líp hång cÇu ly t©m vµ sö dông nguån s¸ng tia cùc tÝm (UV).

· L­îng m¸u lÊy tõ bÖnh nh©n kho¶ng 55-56 (L, chøa trong èng huyÕt cÇu tè cã s½n thuèc nhuém acridine orange (AO) vµ posstasium oxalate, sau ®ã ®em quay ly t©m 12.000 vßng/ phót (12.000 rpm) trong 5 phót.

· Thµnh phÇn líp tÕ bµo m¸u ®­îc ph©n líp tuú thuéc tû träng, t¹o thµnh c¸c d¶i KST chøa DNA b¾t mµu thuèc nhuém xuÊt hiÖn d­íi luång s¸ng UV (ng­ìng ph¸t hiÖn KST n»m ë giao diÖn hång cÇu/ b¹ch cÇu).

KÕt qu¶

· Trong mét nghiªn cøu, Craig vµ Sharp (1997) cho thÊy ng­ìng ph¸t hiÖn cña kü thuËt lµ  84KST/(L, ®é nh¹y 89,75%, ®é ®Æc hiÖu trªn 95%. §é nh¹y cña test cã thÓ t­¬ng ®­¬ng hoÆc h¬n giät m¸u dµy theo ph­¬ng ph¸p nhuém Giªm sa.

· §é ®Æc hiÖu cã thÓ nh×n nhËn d­¬ng tÝnh gi¶ nÕu kü thuËt viªn ch­a ®ñ tr×nh ®é soi. §èi chiÕu tû lÖ d­¬ng tÝnh gi¶ QBC lµ 25% vµ nhuém Giªm sa lµ 18%.

· Ph­¬ng ph¸p nµy cho kÕt qu¶ nhanh h¬n giªm sa,  song ®ßi hái KTV ph¶i kinh nghiÖm  thùc hµnh th­êng xuyªn, trang bÞ cÇn thiÕt ngoµi KHV cÇn cã ®ñ ph­¬ng tiÖn kh¸c. Mét nh­îc ®iÓm cña test nµy lµ gi¸ thµnh rÊt ®¾t.

3. Ph­¬ng ph¸p nhuém AO cña t¸c gi¶ Kawamoto

Giíi thiÖu

Ph­¬ng ph¸p nhuém AO (Acridine Orange) còng nh­ QBC ®Òu lµ nh÷ng ph­¬ng ph¸p c¶i tiÕn cña ph­¬ng ph¸p nhuém giªm sa th«ng th­êng (mét sè t¸c gi¶ gäi lµ Ðdition modifiÐ du  giemsa). Nã gióp chÈn ®o¸n nhanh KSTSR trªn lam m¸u giät dµy vµ giät máng. KHV dïng trong ph­¬ng ph¸p nµy lµ KHV ¸nh s¸ng th­êng cã g¾n thªm bé phËn läc (filter kit) ®Æc biÖt bªn ngoµi kÝnh cho nhuém mµu huúnh quang AO ë m©m kÝnh vµ thÞ kÝnh. Nh©n KSTSR cho mµu xanh l¸ c©y vµ t­¬ng bµo b¾t mµu ®á.

Ph­¬ng ph¸p AO dÓ thùc hiÖn, KTV cã thÓ Ýt kinh nghiÖm còng ph¸t hiÖn ®­îc, tiÕt kiÖm ®­îc thêi gian; khi so s¸nh víi ph­¬ng ph¸p giªm sa r»ng ®é nh¹y trªn lam giät máng lµ 96,4%, ®é ®Æc hiÖu lµ 95,1%. Nh÷ng tr­êng hîp mËt ®é KSTSR <5000/(L, ®é nh¹y cña ph­¬ng ph¸p AO cao h¬n nhiÒu so víi lam giät máng nhuém giªm sa.

Quy tr×nh kü thuËt

· Trang bÞ vµ vËt liÖu: kÝnh hiÓn vi cã kÌm kÝnh läc ®Æc biÖt vµ nguån s¸ng cña ®Ìn halogen, thuèc nhuém AO, bé dông cô xÐt nghiÑm m¸u th«ng th­êng. 

· Ph­¬ng ph¸p tiÕn hµnh:

· B­íc 1: lµm tiªu b¶n giät ®µn gièng kü thuËt giªm sa, chê tiªu b¶n kh« tù nhiªn, cè ®Þnh tiªu b¶n b»ng cån 900.

· B­íc 2: lÊy mét lamen, nhá mçi gãc lamen mét giät dung dÞch AO

· B­íc 3: dïng ngãn tay c¸i vµ ngãn tay trá nhÑ nhµng ®Æt óp lamne vµo phÇn ®u«i cña giät m¸u (n¬i mµ KSTSR t­¬ng ®èi tËp trung vµ cã h×nh thÓ râ), ph¶i chó ý ®Ó lamen song song víi mÆt ph¼ng cña tiªu b¶n.

· B­íc 4: dïng ®Çu ngãn tay Ên nh¹ trªn lamen, ®Ó tÊm lamen sao cho tiÕp xóc víi mÆt ph¼ng cña lam s¸t nhÊt, nÕu kh«ng kho¶ng c¸ch gi÷a lamen vµ lam kÝnh lín khi soi sÏ thÊy c¸c vËt thÓ tr«i ch¶y (kh«ng cè ®Þnh), ®iÒu nµy dÉn ®Õn kh«ng thÓ thÊy KSTSR ®­îc. Tiªu b¶n ®¹t kû thuËt khi kh«ng cã bät khÝ trong dung dÞch AO khi soi c¸c vËt thÓ cè ®Þnh.

· B­íc 5: lo¹i bá dung dÞch AO thõa ë r×a lamen b»ng giÊy thÊm.

· B­íc 6: tiÕn hµnh ®äc kÕt qu¶ trªn KHV b»ng vËt kÝnh 40x (chó ý ®Æt 2 miÕng plastic läc vµo m©m vËt kÝnh vµ ®iÒu chØnh ®Ó cã mµu phï hîp nhÊt), h×nh ¶nh KSTSR còng ph¸t s¸ng d­íi ¸nh s¸ng huúnh quang t­¬ng tù nh­ ë kü thuËt QBC

¦u vµ nh­îc ®iÓm kü thuËt AO



Ph­¬ng ph¸p nµy cã ®é nh¹y vµ ®é chÝnh x¸c cao, thêi gian xÐt nghiÖm kho¶ng 10 phót, ph­¬ng tiÖn ®¬n gi¶n, rÎ tiÒn h¬n so víi thö nghiÖm QBC vµ cã thÓ ¸p dông ë mét sè tuyÕn, nhÊt lµ c¸c viÖn vµ trung t©m, bÖnh viÖn chuyªn khoa. Song, kü thuËt nµy khã ®Þnh lo¹i KSTSR vµ phô thuéc vµo kiÕn thøc còng nh­ kinh nghiÖm XNV, ngoµi ra ph­¬ng ph¸p nµy ®ßi hái XNV cÇn cã kiÕn thøc chung vÒ h×nh th¸i KSTSR khi soi ë lam nhuém giªm sa th­êng quy.

4. C¸c ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n huyÕt thanh häc (Serological test)

C¸c thö nghiÖm nµy cã gi¸ trÞ h¹n chÕ trong C§SR v× kÕt qu¶ d­¬ng tÝnh chØ cã ý nghÜa r»ng c¬ thÓ xuÊt hiÖn kh¸ng thÓ chèng sèt rÐt tån t¹i trong m¸u. Nh­ng mét ®iÓm lîi lµ chóng cã ý nghÜa trong c¸c nghiªn c­ó ®iÒu tra dÞch tÔ häc, nh­ ®¸nh gi¸ l­u hµnh ®iÓm cña bÖnh, ®¸nh gi¸ xu h­íng bÖnh lan truyÒn hay kh«ng?, ph¸t hiÖn c¸c æ bÖnh sau ®ît thanh to¸n. Ngoµi ra, c¸c thö nghiÖm nµy cßn øng dông trong chÈn ®o¸n c¸c tr­êng hîp nghi ngê héi chøng l¸ch to nhiÖt ®íi, sµng läc m¸u trong c¸c ng©n hµng m¸u, m«, t¹ng. 

§Õn nay, nhiÒu ph­¬ng ph¸p thö nghiÖm huyÕt thanh häc ®· ®­îc triÓn khai nh­ miÔn dÞch kÕt tña (IP- Immunoprecipitation techniques),  miÔn dÞch huúnh quang gi¸n tiÕp (IFA-Indirect fluorescent antibody), ph¶n øng ng­ng kÕt hång cÇu gi¸n tiÕp (IHA- Indirect hemaaglutination assay), miÔn dÞch hÊp thô liªn kÕt men (ELISA- Enzyme linked Immunosorbent assay), miÔn dÞch phãng x¹, kü thuËt øc chÕ tiÓu thÓ hoa cóc trong nu«i cÊy, thö nghiÖm khuyÕch t¸n kÐp (DDT- Double gel diffusion test),.... c¸c ph­¬ng ph¸p nµy kh¸c nhau vÒ nguån kh¸ng nguyªn vµ kh¸ng thÓ ®Ých còng nh­ ph¹m vi øng dông.

5. Ph­¬ng ph¸p sö dông vËt dß DNA (DNA probes)

Kü thuËt lai t¹o dïng vËt dß DNA rÊt nh¹y vµ cã thÓ ph¸t hiÖn t¸c nh©n g©y bÖnh ë ng­ìng 50KST/(L m¸u.  Ph­¬ng ph¸p nµy cã ®é nh¹y lín h¬n so víi ph­¬ng ph¸p nhuém giªm sa, mÆc dï mét KTV kinh nghiÖm cã thÓ ph¸t hiÖn KST ë ng­ìng 20 KST/(L trªn lam giät dµy. tuy nhiªn; ph­¬ng ph¸p vËt dß DNA kh«ng thÓ ph¸t hiÖn ®­îc tÊt c¶ c¸c tr­êng hîp mµ kü thuËt giªm sa cã thÓ, ®Æc biÖt nhiÔm P.vivax, bëi v× ®é nh¹y cña ph­¬ng ph¸p trong nh÷ng tr­êng hîp nµy kÐm gÊp 10 lÇn khi nhiÔm P.falciparum.

ChÈn ®o¸n sèt rÐt dïng vËt dß DNA ®­îc øng dông trong c¸c nghiªn cøu vÒ dÞch tÔ v× kü thuËt nµy cã thÓ ®­îc ®¬n gi¶n ho¸ b»ng c¸ch nhá mét Ýt m¸u trªn giÊy thÊm nitrocellulose. Mét KTV cã thÓ thùc hiÖn ®­îc 1000 mÉu m¸u/ ngµy; trong khi ®ã, víi ph­¬ng ph¸p giªm sa, mçi ngµy chØ cã thÓ xÐt nghiÖm kho¶ng 60 lam. Nh­ vËy, ­u ®iÓm cña kü thuËt vËt dß DNA lµ cã thÓ tiÕn hµnh víi mét l­îng lín mÉu trong mét thêi gian ng¾n. Mét h¹n chÕ cña kü thuËt lµ phô thuéc rÊt lín vµo sè l­îng b¶n sao cña chuçi ®Ých ë KSTSR còng nh­ vµo ®é nh¹y cña ph­¬ng ph¸p ®­îc dïng ®Ó ph¸t hiÖn s¶n phÈm lai.

6. Ph¶n øng chuçi trïng hîp (PCR-polymerase chain reaction)

PCR hay cßn gäi lµ hÖ thèng khuyÕch ®¹i b¶n sao (transcript amplification system) hoÆc ph¶n øng trïng hîp nhê men DNA polymerase. Lµ mét kü thuËt in vitro, gãp phÇn kh¾c phôc nh­îc ®iÓm cña kü thuËt vËt dß DNA. VÒ mÆt ho¸ sinh, c¸c acide nucleic ®Ých, qua kü thuËt PCR sÏ ®­îc khuyÕch ®¹i lªn nhiÒu lÇn trong mét thêi gian t­¬ng ®èi ng¾n, lµm t¨ng ®é chÝnh x¸c trong chÈn ®o¸n cña c¸c kü thuËt lai b»ng vËt dß DNA. ¦u ®iÓm quan träng cña kü thuËt PCR lµ chØ cÇn mét l­îng rÊt nhá DNA ®Ých hay DNA khu«n mÉu. D­íi xóc t¸c mét lo¹i enzyme bÒn víi nhiÖt, qóa tr×nh tæng hîp c¸c DNA míi ®­îc b¾t ®Çu b»ng sù kÕt g¾n cña chÊt måi (primer) vµo c¸c vÞ trÝ trªn DNA khu«n mÉu (chÊt måi lµ mét chuçi DNA ng¾n, cã tr×nh tù theo thø tù nguyªn t¾c bæ sung víi m¹ch gèc, sÏ ch¹y dÇn theo chiÒu 5’ ( 3’).

Kü thuËt PCR th­êng ®­îc dïng trong nghiªn c­ó dÞch tÔ, nhËn ®Þnh chñng kh¸ng thuèc, x¸c ®Þnh ®ét biÕn ®iÓm kh¸ng thuèc (vÝ dô fansidar), chÈn ®o¸n x¸c ®Þnh c¸c lo¹i KSTSR, song nay Ýt ¸p dông cho viÖc chÈn ®o¸n chñng lo¹i v× nhËn thÊy kh«ng nªn so s¸nh víi chuÈn vµng (gold standard), chÈn ®o¸n ph©n biÖt tr­êng hîp t¸i ph¸t (relapse) hay t¸i nhiÔm (re-infection) nghÜa lµ khi bÖnh nh©n ®· hoµn tÊt mét liÖu tr×nh ®iÒu trÞ ®óng mµ xuÊt hiÖn l¹i KSTSR, x¸c ®Þnh kiÓu gen mét chñng KSTSR l¹, x¸c ®Þnh KSTSR ë trung gian truyÒn bÖnh. Kü thuËt nµy lµ mét thay thÕ cã hiÖu qu¶ cho ph­¬ng ph¸p nu«i cÊy in vitro trong ®¸nh gi¸ kh¸ng thuèc; ®Æc biÖt víi chñng P.vivax, khi mµ kh¶ n¨ng nu«i cÊy dµi ngµy trong phßng thÝ nghiÖm kh«ng thµnh c«ng, vµ ®¸nh gi¸ tÝnh nh¹y c¶m thuèc ®Õn nay vÉn cßn dùa chñ yÕu vµo ®¸p øng l©m sµngvµ x¸c ®Þnh nång ®é thuèc trong huyÕt thanh theo ph­¬ng ph¸p liÒu chuÈn víi chloroquine (tiªu chuÈn Tæ chøc Y tÕ thÕ giíi).

Ph­¬ng ph¸p nµo dï cã hiÖn ®¹i ®Õn ®©u còng kh«ng tr¸nh khái nh­îc ®iÓm. Kü thuËt PCR còng vËy, nÕu chóng ta cho ch¹y qu¸ nghiÒu chu kú trong khi s¶n phÈm cña ph¶n øng cho võa ®ñ th× liÖu cã ra c¸c b¶n sao tiÕp theo hay kh«ng, hoÆc khi ch¹y ®iÖn di th× c¸c band còng cho h×nh ¶nh gÇn gièng nhau, nhÊt lµ khi thang marker cã gi¸ trÞ gÇn t­¬ng ®­¬ng, hoÆc s¶n phÈm thõa trong ph¶n øng hoÆc nÕu chóng ta tinh khiÕt DNA kh«ng s¹ch ®«i khi ph©n tÝch kÕt qu¶ cã sù nhÇm lÉn trªn gel agarose; ngoµi ra, gi¸ thµnh cña mét lÇn xÐt nghiÖm còng rÊt ®¾t (kho¶ng 3-5USD/test), khã chÊp nhËn nÕu dïng ®Ó chÈn ®o¸n bÖnh mét c¸ch th­êng quy.

7. Ph­¬ng ph¸p ph¸t hiÖn s¾c tè sèt rÐt trong b¹ch cÇu hoÆc ®¹i thùc bµo

Giíi thiÖu

§©y lµ mét ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n sèt rÐt gi¸n tiÕp th«ng qua ph¸t hiÖn s¾c tè sèt rÐt trong tÕ bµo b¹ch cÇu (BC) b»ng m¸y ph©n tÝch tù ®éng ®Ó chÈn ®o¸n sèt rÐt do nhãm nghiªn cøu Thomas Hanscheid, Joses Melo-Cristino, Bernadino G. Pinto, thuéc Khoa bÖnh häc l©m sµng, bÖnh viÖn Santa Maria, Lisbon, Bå §µo Nha ®ång nghiªn cøu.

Trong cïng lam m¸u nhuém giªm sa, kü thuËt viªn cã thÓ cÇn t×m thªm dÊu hiÖu nh÷ng b¹ch cÇu cã chøa s¾c tè sèt rÐt (chñ yÕu trong BC ®¬n nh©n hay ®¹i thùc bµo)- cã thÓ bÖnh nh©n nhiÔm P.falciparum trong bÖnh SRN (®èi khi gÆp c¶ thÓ nhÉn trong BC ®¬n nh©n). Trong giai ®o¹n bÖnh t¸i nhiÔm, nhiÒu khi ch­a t×m thÊy P.falciparum nh­ng cã nhiÒu kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn ®­îc s¾c tè néi- BC (chØ cÇn kü thuËt viªn nghÜ ®Õn s¾c tè sèt rÐt). ChÈn ®o¸n s¾c tè SR trong BC  cã ý nghÜa trong SRAT thÓ n·o.

M¸y ®­îc dïng trong nghiªn cøu nµy lµ m¸y huyÕt häc tù ®éng Cell-Dyn(3500 (h·ng Abbott, CA, USA) , cho phÐp chÈn ®o¸n sèt rÐt b»ng ph­¬ng ph¸p ph¸t hiÖn s¾c tè ë c¸c tÕ bµo b¹ch cÇu (BC) cïng lóc qu¸ tr×nh xÐt nghiÖm c«ng thøc m¸u toµn phÇn th­êng quy. ThiÕt bÞ nµy ph©n biÖt ®­îc c¸c dßng tÕ bµo BC, dùa trªn c¸c ®Æc tÝnh t¸n x¹ kh¸c nhau cña ®Ìn laser t¹i 4 gãc. Ph©n biÖt tÕ bµo ­a acide (E0) víi c¸c tÕ bµo b¹ch cÇu ®a nh©n trung tÝnh b»ng c¸ch dïng c¸c ®Æc tÝnh khö cùc cña tÕ bµo h¹t ­a acid trong biÓu ®å ®¸nh gi¸ tÕ bµo ph©n thuú/ tÕ bµo h¹t (trôc X: tÕ bµo ph©n thuú, ®o t¸n x¹ gãc 900; trôc Y: tÕ bµo h¹t, ®o t¸n x¹ khö cùc gãc 900). C¸c tÕ bµo b¹ch cÇu ­a acid ®­îc m« t¶ lµ nh÷ng ®¸m chÊm mµu xanh l¸ c©y phÝa trªn v¹ch ng­ìng ph¸t hiÖn, v¹ch nµy ph©n biÖt E0 víi c¸c lo¹i BC kh¸c. TÕ bµo BC chøa hemazoin (s¾c tè cña KSTSR) ®­îc ph¸t hiÖn do c¸c ®Æc tÝnh khö cùc  c¸c s¾c tè. Sù xuÊt hiÖn cña c¸c tÕ bµo ®¬n nh©n (vÖt mµu ®á tÝa, PCEs: purple-coded events) ë trong vïng c¸c E0 (vÖt mµu xanh l¸ c©y) lµ dÊu hiÖu cña hemazoin bÞ thùc bµo vµ lµ hËu qu¶ cña bÖnh nh©n m¾c sèt rÐt.

Môc ®Ých nghiªn cøu lµ ®¸nh gi¸ quy tr×nh thùc hiÖn ph­¬ng ph¸p míi vµ x¸c ®Þnh hiÖu qu¶ ®Ó chÈn ®o¸n sèt rÐt nhËp khÈu (imported cases) trong thùc hµnh xÐt nghiÖm huyÕt häc t¹i labo th­êng quy.

Quy tr×nh thùc hiÖn

· M·u bÖnh phÈm ®­îc lÊy ®ång thêi ®Ó lµm c«ng thøc m¸u th­êng quy vµ kÐo lam m¸u.

· LÊy m¸u toµn phÇn ®­êng tÜnh m¹ch cã chèng ®«ng b»ng EDTA.

·  MÉu m¸u ®­îc xö lý theo c¸ch th«ng th­êng trªn m¸y ph©n tÝch Cell-Dyn3500. C¸c biÓu ®å Cell-Dyn3500 ®­îc xem lµ d­¬ng tÝnh (+) hay cã s¾c tè sèt rÐt nÕu ph¸t hiÖn ( 2 PCEs (tÕ bµo ®¬n nh©n chøa s¾c tè) ë khu vùc E0 trªn biÓu ®å tÕ bµo ph©n thuú (chia mói) /tÕ bµo h¹t, nh×n thÊy trªn mµn h×nh mµu theo dâi cña thiÕt bÞ.  Sè l­îng cña c¸c vÖt nµy ®­îc ghi l¹i.

· Lam giät m¸u dµy vµ máng nhuém giªmsa, soi d­íi KHV nh­ ®· m« t¶. §Õm sè l­îng KSTSR t­¬ng øng víi 200 BC trªn lam giät dµy hay 1000 hång cÇu trªn lam giät máng. MÉu m¸u ®­îc xem lµ ©m tÝnh nÕu kiÓm tra Ýt nhÊt 200 vi tr­êng lam giät dµy, ®é phãng ®¹i 1000 lÇn, mµ kh«ng t×m thÊy KSTSR. NÕu mét bÖnh nh©n cã nhiÒu mÉu m¸u ph©n tÝch, th× mÉu ®Çu tiªn ®­îc lÊy ®Ó ®¸nh gi¸ ®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu.

DiÔn gi¶i kÕt qu¶

Ph¸t hiÖn hemozoine lµ c¬ së cho nhiÒu ph­¬ng ph¸p xÐt nghiÖm KHV chÈn ®o¸n sèt rÐt. Cell-Dyn3500 lµ ph­¬ng ph¸p dïng m¸y tù ®éng ®Çu tiªn cho phÐp ph¸t hiÖn sèt rÐt trong xÐt nghiÖm th­êng quy c«ng thøc m¸u.

§é nh¹y tõ 72%-95% trong nghiªn cøu ë Bå §µo Nha vµ Nam Phi cã thÓ gi¶i thÝch lµ do nh÷ng kh¸c biÖt vÒ quÇn thÓ nghiªn cøu; mét vÊn ®Ò quan träng kh¸c lµ nghiªn cøu ë Bå §µo Nha thùc hiÖn trªn c¸c tr­êng hîp sèt rÐt nhËp khÈu theo con ®­êng du lÞch ®Õn nh÷ng vïng sèt rÐt l­u hµnh. Cã ý kiÕn cho r»ng ®éng häc cña tÕ bµo BC ch­¸ s¾c tè cã thÓ thay ®æi gi÷a c¸c quÇn thÓ d©n c­ kh¸c nhau, cã thÓ liªn quan ®Õn ®é trÇm träng cña bÖnh vµ t×nh tr¹ng miÔn dÞch cña c¬ thÓ. T¹i ViÖt Nam, sè ng­êi tr­ëng thµnh kh«ng cã miÔn dÞch cã sèt rÐt nÆng, sèng trong vïng sèt rÐt l­u hµnh nhÑ th× cã 92% tr­êng hîp cã BC chøa s¾c tè khi nhËp viÖn trªn 100 b¹ch cÇu ®a nh©n trung tÝnh vµ 30 b¹ch cÇu ®¬n nh©n ®Õm ®­îc. T¹i Gabon, vïng sèt rÐt l­u hµnh nÆng, ®Õn 100 b¹ch cÇu ®a nh©n trung tÝnh vµ 100 b¹ch cÇu ®¬n nh©n lóc nhËp viÖn, t×m thÊy tû lÖ kh¸c nhau ë trÎ em sèt rÐt nÆng (100% cã b¹ch cÇu ®¬n nh©n chøa s¾c tè, 95% b¹ch cÇu ®a nh©n trung tÝnh chøa s¾c tè), trÎ em m¾c sèt rÐt nhÑ (lÇn l­ît cã 87% vµ 32% lo¹i b¹ch cÇu trªn), ng­êi lín m¾c sèt rÐt nhÑ (lÇn l­ît cã 58% vµ 16%). Kh«ng t×m thÊy mèi liªn quan gi÷a b¹ch cÇu ®a nh©n trung tÝnh chøa s¾c tè vµ mËt ®é KSTSR, còng nh­ kh«ng t×m thÊy mèi liªn quan gi÷a sè vÖt PCEs víi mËt ®é KSTSR. Tuy nhiªn, Cell-Dyn3500 kh«ng ph¸t hiÖn ®­îc 2 tr­êng hîp cã mËt ®é KSTSR 0,06 vµ 0,02% (th­êng kh«ng khã chÈn ®o¸n). §iÒu nµy gîi ý r»ng ®é nh¹y cña thiÕt bÞ phô thuéc vµo nhiÒu yÕu tè ¶nh h­ëng ®Õn ®éng lùc häc cña b¹ch cÇu chøa hemazoin ë tõng c¸ thÓ.

§é ®Æc hiÖu (88%) ë nghiªn cøu t¹i Bå §µo Nha thÊp h¬n nghiªn cøu ë Nam Phi. Trong nghiªn cøu ë Bå §µo Nha, th× ( 2 thay v× ( 1 PCE ®­îc dïng lµm ng­ìng x¸c ®Þnh d­¬ng tÝnh. RÊt hiÕm khi thÊy ®­îc mét vÖt PCE duy nhÊt trªn v¹ch ph©n c¸ch gi÷a quÇn thÓ tÕ bµo E 0 vµ c¸c tÕ bµo kh¸c cña b¹ch cÇu. Do cã sù kh¸c biÖt rÊt Ýt vÒ møc ®é h×nh thµnh tÕ bµo h¹t (trôc Y: t¸n x¹ ¸nh s¸ng khö cùc) khi so víi quÇn thÓ tÕ bµo ®¬n nh©n b×nh th­êng, kÕt qu¶ nµy ®­îc xem lµ mét vÖt gi¶. Nh÷ng mÉu d­¬ng tÝnh víi sèt rÐt, th­êng thÊy xuÊt hiÖn ( 2PCEs, ®iÒu nµy cho thÊy møc ®é tÕ bµo h¹t cao h¬n nhiÒu. Tuy nhiªn, khi ¸p dông (1 PCEs lµm tiªu chuÈn x¸c ®Þnh, chØ cã thªm  vµi mÉu n÷a ®­îc xem lµ d­¬ng tÝnh. 

Ngoµi ra, còng víi ph­¬ng ph¸p ph©n tÝch nµy trªn m¸y Cell-DynCD 4000 c¸c t¸c gi¶ øng dông nh»m ph¸t hiÖn vµ gi¸m s¸t ®iÒu trÞ cho bÖnh nh©n sèt rÐt do P.vivax t¹i Hµn Quèc cña nhãm nghiªn cøu Suh IB, Kim HJ, Kim JY, thuéc khoa xÐt nghiÖm y häc, ®¹i häc Y khoa Nam Hµn Quèc cã Se lµ 91,2% vµ cã thÓ ph¸t hiÖn c¸c h¹t s¾c tè th«ng qua ph­¬ng thøc khö cùc ¸nh s¸ng laser ë ngµy thø 14 sau ®iÒu trÞ, mét nh­îc ®iÓm ®Æt ra lµ do sù khö cùc kh«ng ®iÓn h×nh (atypical depolarization) nªn ph­¬ng ph¸p nµy cã thÓ ph¸t hiÖn ®­îc sau ®iÒu trÞ khái do sù tån t¹i s¾c tè, dÔ dÉn ®Õn d­¬ng tÝnh gi¶ vµ thÇy thuèc l©m sµng cho r»ng ca nµy ®iÒu trÞ thÊt b¹i, b­íc tiÕp theo sÏ dïng ph¸t ®å chèng kh¸ng hay lÆp l¹i mét liÖu tr×nh ®iÒu trÞ sèt rÐt míi kh«ng cÇn thiÕt.

Lý do chÝnh mµ kÕt qu¶ Cell-Dyn3500 d­¬ng tÝnh gi¶ cã thÓ lµ sù tån t¹i c¸c tÕ bµo ®¬n nh©n chøa hemozoine sau khi s¹ch KSTSR, bëi v× sè bÖnh nh©n lµm l¹i sau d­¬ng tÝnh cã tiÒn sö sèt rÐt võa ®­îc ®iÒu trÞ. Trong mét nghiªn cøu, tÕ bµo b¹ch cÇu chøa s¾c tè vÉn hiÖn diÖn trªn 70% bÖnh nh©n sau khi ®iÒu trÞ s¹ch KSTSR; thêi gian s¹ch c¸c tÕ bµo ®¬n nh©n chøa s¾c tè ph¶i kÐo dµi ®Õn 2-3 tuÇn. Do ®ã, biÓu ®å Cell-Dyn3500 d­¬ng tÝnh kh«ng nhÊt thiÕt lµ ®ît sèt rÐt cÊp tÝnh, mµ cã thÓ t×m thÊy ë nh÷ng bÖnh nh©n ®· ®­îc ®iÒu trÞ thµnh c«ng. KÕt qu¶ kh«ng phï hîp gi÷a 2 ph­¬ng ph¸p giªm sa vµ c«ng thøc m¸u nµy còng hæ trî thªm cho gi¶i thÝch nµy. §¸nh gi¸ ë nh÷ng bÖnh nh©n 4-7 ngµy sau khi b¾t ®Çu ®iÒu trÞ, kÕt qu¶ ©m tÝnh trªn KHV cã thÓ vÉn cßn (+) víi Cell-Dyn3500. ThËt lµ khã ph©n tÝch mèi liªn quan l©m sµng víi kÕt qu¶ Cell-Dyn3500 (+) ë nh÷ng quèc gia n»m trong vïng sèt rÐt l­u hµnh, n¬i mµ t×nh tr¹ng nhiÔm bÖnh diÔn ra th­êng xuyªn vµ KST l¹nh rÊt phæ biÕn. MÆt kh¸c, kh«ng thÓ x¸c ®Þnh ®­îc nguyªn nh©n kÕt qu¶ Cell-Dyn3500 (+) gi¶ trong c¸c tr­êng hîp.

Trong sèt rÐt nhËp khÈu,kû thuËt viªn thiÕu kinh nghiÖm xÐt nghiÖm KHV chÈn ®o¸n sèt rÐt lµ mét mèi quan t©m. §iÒu nµy ®Æc biÖt quan träng khi phÇn lín c¸c nh©n viªn phßng XN lµm viÖc vµo giê trùc, kh«ng thÓ cã sù gióp ®ì ngay cña c¸c chuyªn gia.

CÇn chó ý r»ng thiÕt bÞ vµ phÇn mÒm cña nã kh«ng ®­îc thiÕt kÕ ®Æc biÖt ®Ó chÈn ®o¸n SR, thiÕt bÞ còng kh«ng th«ng b¸o kÕt qu¶ hay ®Õm sè l­îng b¹ch cÇu chøa s¾c tè. M¸y Cell-Dyn3500 ph©n tÝch ®Õn 10.000 b¹ch cÇu. Tuy nhiªn, chØ mét phÇn tÕ bµo b¹ch cÇu hiÖn diÖn trªn biÓu ®å. KÕt qu¶ lµ sè l­îng vÖt PCEs kh«ng t­¬ng øng víi sè tÕ bµo ®¬n nh©n chøa s¾c tè ë m¸u ngo¹i vi. H¬n n÷a, ë nhiÒu mÉu d­¬ng tÝnh víi sèt rÐt, quÇn thÓ E0 ph¸t t¸n bÊt th­êng. ®iÒu nµy gîi ý r»ng thiÕt bÞ còng ph¸t hiÖn c¸c tÕ bµo E0 chøa s¾c tè nh­ng ph©n lo¹i chóng lµ tÕ bµo E0 mét c¸ch kh«ng ®óng. §iÒu nµy còng kh«ng lÊy lµm ng¹c nhiªn g× khi thuËt tÝnh to¸n cña thiÕt bÞ ®Ó ph©n biÖt c¸c tÕ bµo E0 víi c¸c tÕ bµo bv¹ch cÇu ®a nh©n trung tÝnh lµ dùa trªn sù ph¸t hiÖn cña c¸c ph©n tö khö cùc néi bµo. Còng cã thÓ ph¸t hiÖn KSTSR cïng víi s¾c tè sèt rÐt trong hång cÇu, mÆc dï ë m« h×nh ho¹t ®éng b×nh th­êng, tÊt c¶ hång cÇu kh«ng nh×n thÊy ®­îc d­íi ¸nh s¸ng ®Ìn laser sau khi khö Hb b»ng dung dÞch muèi nh­îc tr­¬ng.

Quan s¸t mét tr­êng hîp sèt rÐt P.vivax ë bÖnh nh©n ë hång cÇu t¨ng søc c¶n thÈm thÊu. Ngoµi c¸c vÖt PCEs th­êng thÊy, c¸c vÖt mµu ®á thÊy ®­îc ë vïng t¨ng tÕ bµo E0 lµ nh÷ng hång cÇu. Nãi chung, ph­¬ng ph¸p míi nµy lµ mét hæ trî cã Ých cho xÐt nghiÖm KHV th­êng quy. Quan träng nhÊt lµ nã cho phÐp chÈn ®o¸n tù ®éng c¸c tr­êng hîp kh«ng cã yªu cÇu cña thÇy thuèc l©m sµng. Tuy nhiªn, cÇn nghiªn cøu më réng ®Ó x¸c ®Þnh hiÖu lùc cña ph­¬ng ph¸p nµy ë nh÷ng vïng vµ céng ®ång mµ ®éng häc cña b¹ch cÇu chøa s¾c tè kh¸c nhau. Chóng t«i còng kh«ng mong muèn mét phÇn mÒm cña thiÕt bÞ cho phÐp ®Õm ®óng sè l­îng tÕ bµo b¹ch cÇu chøa hemozoine. 

ThiÕt bÞ xÐt nghiÖm tù ®éng nµy lµ mét ph­¬ng tiÖn chÈn ®o¸n sèt rÐt ®Çy høa hÑn, ®Æc biÖt ë nh÷ng n¬i mµ xÐt nghiÖm c«ng thøc m¸u tù ®éng ®­îc tiÕn hµnh th­êng quy trong ®¸nh gi¸ bÖnh nh©n cã sèt. §¸ng tiÕc, chi phÝ mua s¾m vµ b¶o tr× thiÕt bÞ nµy n»m ngoµi tÇm víi nguån ng©n s¸ch tµi chÝnh cña nhiÒu n­íc cã sèt rÐt l­u hµnh vµ ®©y lµ mét sè h¹n chÕ lín.

8. Ph­¬ng ph¸p lÈy da néi b× (Intradermic puncture technique)

Giíi thiÖu

Qua nhiÒu thËp kû, c¸c nhµ sèt rÐt häc nghiªn cøu chi tiÕt vÒ h×nh thÓ, ®Þnh danh vµ theo dâi s¸t chu tr×nh cña KSTSR. Qua nu«i cÊy h¬n 18 giê theo dâi chu tr×nh ph¸t triÓn cña KST Plassmodium falciparum, c¸c chuyªn gia thuéc ViÖn nghiªn cøu quèc gia Cousety, USA chia KSTSR ra lµm 28 thÓ (so víi Tæ chøc Y tÕ thÕ giíi th× chia lµm 25 thÓ kh¸c nhau) vµ 3 giai ®o¹n, tùu trung trong c¸c thÓ c¬ b¶n lµ t­ d­ìng (trophozoites), thÓ ph©n liÖt (schizontes) vµ thÓ giao bµo (gamatocytes),... N¾m b¾t ®­îc ®Æc ®iÓm sinh lý vµ sinh ho¸ cña KST, c¸c nhµ l©m sµng quyÕt ®Þnh ®iÒu trÞ hay kh«ng tuú thuéc vµo kÕt qu¶ xÐt nghiÖm KSTSR theo ph­¬ng ph¸p cæ ®iÓn giªm sa, ph­¬ng ph¸p AO/QBC, test chÈn ®o¸n nhanh,... mçi ph­¬ng ph¸p cã nh­îc ®iÓm nhÊt ®Þnh do tÝnh kh¸ch quan hay chñ quan (®· ®­îc ®Ò cËp trong tõng ph­¬ng ph¸p), nhÊt lµ trong thùc tÕ mét sè ca bÖnh sèt rÐt ¸c tÝnh (SRAT) xÐt nghiÖm th­êng kh«ng t×m thÊy KST trong m¸u ngo¹i vi nh­ng khi gi¶i phÈu tö thi th× ng­êi ta ph¸t hiÖn nhiÒu thÓ ph©n liÖt trong vi huyÕt qu¶n kÕt dÝnh vµ Èn c­ bªn trong lßng huyÕt qu¶n cña n·o. 

ChÝnh v× lý do ®ã, ®Õn n¨m 1983 t¹i Trung Quèc, gi¸o s­ Lý Quèc KiÒu- mét chuyªn gia nghiªn cøu bÖnh sèt rÐt ë ®¶o H¶i Nam, lóc ®Çu «ng nghiªn cøu ®iÒu trÞ sèt rÐt b»ng ch©m c­ó, vÒ sau «ng quan t©m ®Õn sù biÕn ®æi cña KSTSR theo chu kú vµ diÔn tiÕn l©m sµng vµ còng tõ ý t­ëng ®ã «ng t×m ra ph­¬ng ph¸p xÐt nghiÖm ph¸t hiÖn KSTSR b»ng c¸ch lÊy m¸u trong da hay cßn gäi lµ ph­¬ng ph¸p lÈy da néi b×. Kü thuËt rÎ tiÒn, ®¬n gi¶n, kh«ng g©y ®au cho bÖnh nh©n,mang l¹i kÕt qu¶ mËt ®é vµ h×nh thÓ KSTSR trªn lam m¸u rÊt ®a d¹ng vµ phong phó h¬n vµ ®Æc biÖt gióp cho c¸c thÇy thuèc l©m sµng ®¸nh gi¸ vµ tiªn l­îng bÖnh nh©n còng nh­ theo dâi hiÖu qu¶ ®iÒu trÞ.

Dông cô vµ quy tr×nh thö nghiÖm

i. Dông cô: kim tiªm sè tõ 22-25, hai lame ®Ó lÊy m¸u, mét lam kÐo m¸u, thuèc s¸t trïng.

ii. Kü thuËt: 

· Chän mét vÞ trÝ trªn da, s¸t trïng (th­êng lÊy ë vïng khuû tay) vµ ®Ó kh« tù nhiªn.

· Tay ph¶i cña ng­êi lµm thñ thuËt cÇm kim sao cho mÆt v¸t cña kim h­íng lªn trªn, tay tr¸i c¨ng da, cè ®Þnh vïng da ®· s¸t trïng.

· §Ó mÆt v¸t cña kim song song mÆt da vµ ®Ì m¹nh ®Çu kim xuèng, xong nhÝch tíi dÇn phÝa tr­íc tõng tý mét ®Ó ®Çu kim võa ®am vµo mét tý trong da (th«ng th­êng chØ cho vµo kho¶ng 1/6-1/8 mÆt v¸t cña kim trong da).

· Thùc hiÖn nh­ thÕ kho¶ng 4-6 lÇn trong mét vïng cã diÖn tÝch kho¶ng 1cm2 (h¹t ng«), tiÕp ®ã dïng ngãn tay c¸i vµ ngãn tay trá nÆng nhÑ víi mét lùc võa ph¶i cho ®Õn khi m¸u t­¬m rØ ra.

· LÊy m¸u chç rØ ra ®ã ®em lµm giät m¸u dµy vµ máng, nhuém Giªm sa th«ng th­êng hay ph­¬ng ph¸p nhuém Field. §äc kÕt qu¶ th«ng qua KHV

* Chó ý vÒ kü thuËt: khi lµm thñ thuËt ®©m kim vµo da, nÕu ch­q nÆn mµ ®· thÊy m¸u t­¬m ra th× chóng ta ®· thùc hiÖn sai kü thuËt;  do vËy, chóng ta nªn lµm nhÑ nhµng khi ®©m kim mÆt da kh«ng rØ m¸u, ®Çu kim chØ n»m trong líp b×, khi ®ã ta nÆn m¸u míi ch¶y ra lµ ®óng kü thuËt.

§äc kÕt qu¶

M¸u lÊy theo thñ thuËt nµy kh«ng dïng ®Ó ®¸nh gi¸ mËt ®é KSTSR nh­ ph­¬ng ph¸p nhuém giªm sa th­êng quy tõ m¸u ngo¹i vi, mµ ®Ó xem tû lÖ gi÷a c¸c thÓ KSTSR, giai ®o¹n ph¸t triÓn, ®Þnh tÝnh mét c¸ch ®ång bé KST, cho nªn nã tuú thuéc vµo kü thuËt nhuém.

Tiªu chuÈn ®Ó ph©n chia tõng giai ®o¹n

i.  Giai ®o¹n thÓ nhÉn (Ring form -R): ë giai ®o¹n nµy tiªu chuÈn lµ ®­êng kÝnh cña nh©n (a) so s¸nh víi ®­êng kÝnh lín nhÊt cña nguyªn sinh chÊt cña KSTSR (b). NÕu: 

· (b) < (a)/2 : xem lµ R1
· (b) > (a)/2  nh­ng < (a): xem lµ R2
· (b) > (a): xem lµ R3 hoÆc R4
ii. Giai ®o¹n t­ d­ìng (trophozoite-T): dùa vµo c¸c h¹t s¾c tè víi h×nh thÓ cña nh©n. NÕu:

· Nh©n lín, h¹t s¾c tè bªn trong lín th× KST ë giai ®o¹n T1
· Nh©n trßn, c¸c h¹t s¾c tè kh«ng cßn viÒn râ mµ lan réng ra th× KST ë giai ®o¹n T2
iii. Giai ®o¹n giao bµo (Schizontes-S): giai ®o¹n nµy c¨n cø vµo sù ph©n chia nh©n, nÕu:

· Nh©n ph©n chia lµm 2 phÇn: gäi lµ S1
· Nh©n ph©n chia nhiÒu h¬n 2: gäi lµ S2.


Nãi chung c¸ch ®äc kÕt qu¶ dùa trªn sù ph©n chia giai ®o¹n ë trªn giät dµy, nh­ng còng cã thÓ dù trªn ph©n chia trªn lam giät máng.

Bµn luËn kÕt qu¶

· Ngoµi triÖu chøng l©m sµng th× ®Þnh l­îng M§KST, xem h×nh thÓ KSTSR ®Ó ®¸nh gi¸ tiªn l­îng lµ rÊt cÇn thiÕt, ®ång thêi ®¸nh gi¸ ®­îc hiÖu qu¶ cña d­îc phÈm còng nh­ kh¸ng thuèc cña KSTSR qua c¸c giai ®o¹n trong chu kú KSTSR.

· Kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn KSTSR thÓ v« tÝnh trong m¸u tuû x­¬ng cao h¬n trong m¸u ngo¹i vi; thÓ t­ d­ìng giµ, thÓ ph©n liÖt còng ®­îc t×m thÊy nhiÒu h¬n vµ hÇu nh­ trong nhiÒu tr­êng hîp th× thÓ ph©n liÖt chØ thÊy trong tuû x­¬ng, mét ®iÒu ®Æc biÖt nÕu xuÊt hiÖn trong m¸u ngo¹i vi th× tiªn l­îng rÊt dÌ dÆt vµ c¸c thÓ KSTSR tËp trung trong tuû x­¬ng rÊt cao so víi m¸u ngo¹i vi.

· Víi kü thuËt lÊy m¸u trong da, theo gi¸o s­ Lý Quèc KiÒu cho biÕt th× mËt ®é tËp trung còng nh­ c¸c thÓ KST ë m¸u trong da cao h¬n trong tuû x­¬ng.

· Víi h¬n 1.200 tr­êng hîp thùc hiÖn trªn bÖnh nh©n SRT, SRN, SRAT cho kÕt qu¶ nh­ sau:

· Víi thÓ t­ d­ìng, ph©n liÖt ®­îc t×m thÊy th× kÕt qu¶: trong da nhiÒu > trong tuû x­¬ng > m¸u ngo¹i biªn.

· Víi thÓ giao bµo th× trong tuû > trong da = ngo¹i biªn.

· Víi kÕt qu¶ nh­ trªn, sù theo dâi KSTSR vÒ ph­¬ng diÖn mËt ®é còng nh­ giai ®o¹n ph¸t triÓn trong chu tr×nh ph¸t triÓn KSTSR ë m¸u lÊy trong da t­¬ng ®èi trung thùc vµ chÝnh x¸c h¬n lµ lÊy m¸u ngo¹i vi hay lÊy m¸u tuû x­¬ng.

· Kü thuËt lÊy m¸u trong da dÓ lµm, ®¬n gi¶n, kh«ng g©y sang chÊn, ®au ®ín cho bÖnh nh©n.

· Tuy nhiªn, chóng ta kh«ng thÓ lÊy m¸u trong da ®¸nh gi¸ M§KSTSR trong m¸u ngo¹i vi v× cã thÓ c¸c hång cÇu ®ã bÞ ký sinh vµ n»m s¸t v¸ch mao qu¶n, trong khi mËt ®é KSTSR trong m¸u ngo¹i vi lµ h×nh ¶nh c¸c hång cÇu bÞ kÝ sinh l­u hµnh trong m¸u hay trong huyÕt thanh.

· M¸u trong da chØ nªn ®¸nh gi¸ tÝnh ®ång bé, x¸c ®Þnh h×nh thÓ, giai ®o¹n ph¸t triÓn vµ h×nh ¶nh ph¸t triÓn bÊt th­êng cña KSTSR (nÕu cã).

9. Ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n ký sinh trïng sèt rÐt dùa vµo phæ xuÊt hiÖn trªn test tÕ bµo dßng ch¶y ( Flow Cytometric Assay- FCA) 

Ph­¬ng ph¸p ®Õm tÕ bµo dßng ch¶y ®· ®­îc ®­a vµo øng dông nghiªn cøu, nã cã ®é nh¹y, ®é ®Æc hiÖu vµ ®é chÝnh x¸c cao gÇn t­¬ng ®­¬ng víi chuÈn vµng giªm sa vµ thêi gian thùc hiÖn mét mÉu bÖnh nh©n chØ ch­a ®Çy 5 phót, nªn cã thÓ thùc hiÖn mét sè l­îng mÉu lín; qua test nµy cã thÓ x¸c ®Þnh ®­îc mËt ®é KSTSR vµ ®¸nh gi¸ ®­îc c¸c hång cÇu nhiÔm KSTSR (Jackson vµ cs, 1997; Brown vµ cs, 1980; Hunter vµ cs, 1980; Jacobberger vµ cs, 1983; Whaun vµ cs, 1983; Vianen vµ cs, 1993). GÇn ®©y, Saito-Ito vµ cs (2001) m« t¶ mét hÖ thèng ®Õm tÕ bµo dßng ch¶y nhanh, ®¬n gi¶n vµ nh¹y ®Ó ph¸t hiÖn P.falciparum, sö dông kü thuËt dung giaØ hång cÇu míi ph¸t triÓn vµ dung dÞch nhuém. HÖ thèng cña hä ®· ®­îc chøng minh lµ h÷u Ých vµ cã ý nghÜa thùc tiÔn ®èi víi nghiªn cøu P.falciparum in vitro, nh­ng ch­a ®­îc xÐt nghiÖm trong chÈn ®o¸n th­êng quy sèt rÐt. Ngoµi nghiªn cøu vÒ P.falciparum nã cßn ph¸t hiÖn vµ ®Õm ®­îc P.vivax dùa trªn mét phÇn mÒm chuyªn dông ph©n tÝnh biÓu ®å (®Æc tr­ng cña mét chÊm trªn biÓu ®å lµ mét thÓ KST kh¸c nhau).

Nh­ trªn ®· ®Ò cËp, ph­¬ng ph¸p nµy hiÖn ®ang trong ph¹m vi nghiªn cøu t¹i nhiÒu quèc gia, kÕt qu¶ b­íc ®Çu mang l¹i còng cã nhiÒu kh¶ quan, song kü thuËt ®¸nh gi¸ tinh vi vµ ®ßi hái con ng­êi ph¶i ®­îc ®µo t¹o bµi b¶n. HiÖn ®· cã mét vµi b¸o c¸o do nghiªn cøu ®a trung t©m y häc ë Thailand ( ®Çu tiªn trung t©m nghiªn cøu sèt rÐt- phßng hîp t¸c nghiªn cøu gi÷a Wellcome Trust vµ Khoa y häc nhiÖt ®íi, ®¹i häc Mahidol, Bangkok, Thailand) hay trung t©m y sinh häc Nanyang, Singapore. 

Trong tæng sè 453 mÉu nghiªn cøu ®Ó t×m KSTSR b»ng test ®Õm tÕ bµo dßng ch¶y (Flow Cytometric Assay-FCA), kÕt qu¶ cho thÊy test nµy cho phÐp chÈn ®o¸n KSTSR nhanh, nh¹y (Se 91,26%), ®Æc hiÖu (86,28%) vµ chÝnh x¸c (®é chÝnh x¸c 87,42%). Nh×n chung, sè l­îng KSTSR ®Õm ®­îc b»ng ph­¬ng ph¸p FCA t­¬ng øng víi mËt ®é KST ®Õm ®­îc b»ng ph­¬ng ph¸p giªm sa th«ng qua kÝnh hiÓn vi (hÖ sè Kappa 0,9409 > 0,750). Giíi h¹n ph¸t hiÖn cña test FCA chØ kho¶ng 0,05-0,1%. Sè l­îng hång cÇu l­íi trong m¸u cao cã thÓ ¶nh h­ëng ®Õn viÖc thùc hiÖn test FCA, nÕu lo¹i trï h¹n chÕ trªn, cã lÏ trong t­¬ng l¹i FCA sÏ trë thµnh mét phuowng ph¸p cã triÓn väng trong chÈn ®o¸n sèt rÐt. 

10.  Ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n nhanh (RDT-Rapid Diagnosis Test)

Giíi thiÖu

Thö nghiÖm chÈn ®o¸n nhanh ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn kÝ sinh trïng sèt rÐt (chñ yÕu lµ Plasmodium falciparum) thùc sù lµ mét th¸ch ®è m¹ng l­íi ph¸t hiÖn bÖnh sèt rÐt hiÖn nay trong chiÕn l­îc “§Èy  lïi sèt rÐt” (Roll Back Malaria) cña Tæ chøc Y tÕ thÕ giíi (WHO) trong qu¶n lý bÖnh dÞch ®Þa ph­¬ng do muçi anopheles truyÒn, biÕn ®éng d©n c­ lín trong ph¸t triÓn l©m nghiÖp vµ n«ng nghiÖp vµ nhÊt lµ vÊn ®Ò du lÞch sinh th¸i h«m nay (ecotourisme); h¬n n÷a mét vÊn ®Ò mµ kü thuËt viªn xÐt nghiÖm cÇn biÕt lµ P.falciparum kh¸ng thuèc vµ biÕn ®æi gen ®· lµm h­ biÕn h×nh th¸i c¸c chñng lo¹i KSTSR (xÐt nghiÖm kÝnh hiÓn vi vµ sù nhÇm lÉn chñng lo¹i, ViÖn sèt rÐt-KST-CT Trung ¦¬ng, 1965). WHO ®· më cuéc ®èi tho¹i  (Moody A.-Clin. Microbio. Rev.2002.1) víi c¸c nhµ khoa häc, l©m sµng vµ c¸c h·ng c«ng nghiÖp s¶n xuÊt vÒ kh¶ n¨ng hiÖn thùc trong ph¸t triÓn c«ng nghÖ thö nghiÖm chÈn ®o¸n nhanh, chÝnh x¸c, nh¹y vµ hiÖu qu¶ cho bÖnh sèt rÐt víi kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn 100 KST/(L cña 4 chñng lo¹i (®Æc biÖt P.falciparum) cïng víi sù ®o l­êng b¸n ®Þnh l­îng trong kiÓm tra vµ ph¸t hiÖn hiÖu qu¶ cña thuèc sèt rÐt. C«ng nghÖ míi ®· ®­îc ®èi chiÕu víi “chuÈn vµng”giªm sa- ®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu gi÷a c¸c ph­¬ng ph¸p cã kh¸c nhau.

Nguyªn lý 

N¨m 1993, Shiff vµ cs lÇn ®Çu tiªn giíi thiÖu test chÈn ®o¸n nhanh (RTDs) trong chÈn ®o¸n sèt rÐt. Ph­¬ng ph¸p cã ®Æc ®iÓm lµ nhanh, kh«ng cÇn thiÕt nhiÒu bÞ phßng thÝ nghiÖm  ®Æc biÖt nh­ m¸y ly t©m, kÝnh hiÓn vi, kh«ng ®ßi hái KTV cã kinh nghiÖm, thêi gian ®µo t¹o sö dông kh«ng ®¸ng kÓ,...

C¸c test nµy dùa trªn c¬ së ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn (KN) cña KSTSR trong m¸u khi bÞ ly gi¶i, th«ng qua nguyªn lý s¾c kÝ miÔn dÞch (immunochromatography), phæ biÕn vµ ®­îc sö dông réng r·i nhÊt hiÖn nay lµ c¸c que nhóng ®· ®­îc c¸c nhµ s¶n xuÊt cµi ®Æt s½n kh¸ng thÓ (KT) ®¬n dßng trùc tiÕp kh¸ng l¹i c¸c kh¸ng nguyªn ®Ých KSTSR cã nhiÒu trong giai ®o¹n v« tÝnh hay h÷u tÝnh, song hiÖn t¹i ng­êi ta tËp trung vµo ph¸t hiÖn lo¹i protein giµu histidine  II (Histidine rich proteine II- HRPII tõ P.falciparum vµ latate dehydrogenase ®Æc hiÖu hay aldolase plasmodium tõ con ®­êng t¾t tiªu glucose cña mäi chñng KSTSR. Thêi gian thùc hiÖn vµ tr¶ lêi kÕt qu¶ c¸c test nµy chØ kho¶ng 7-15 phót.




HiÖn t¹i, ng­êi ta ®· ph¸t hiÖn Ýt nhÊt cã 5 lo¹i protein sèt rÐt (HRP1, HRP2, EMP1, EMP2 vµ EMP3) n»m trªn bÒ mÆt hoÆc cã liªn quan víi khung tÕ bµo cña hång cÇu bÞ nhiÔm Plasmodium falciparum (Torii vµ Ikawa, 1998). HRP2 lµ mét histidine, vµ lµ mét proteine giµu alanine mµ chóng ®Þnh vÞ trªn mét sè thµnh phÇn tÕ bµo bao gåm bµo t­¬ng cña kÝ sinh trïng. Thµnh phÇn cña histidine (H), alanine (A) vµ acid aspartic (D) trong HRP2 lÇn l­ît lµ 34%, 10%, vµ 10%. §Æc tÝnh cña nã ®­îc lËp l¹i bëi nhiÒu chuçi tiÕp gi¸p nhau AHH vµ AHHAAD (Panton vµ cs, 1989). HRP2 ®­îc x¸c ®Þnh trong tÊt c¶ c¸c loµi P.falciparum kh«ng liªn quan ®Õn chuçi kiÓu h×nh cã chåi (knob-phenotype), vµ nã ®­îc chiÕt xuÊt ra tõ n­íc nu«i cÊy nh­ lµ mét protein hoµ tan ®­îc trong n­íc (Rock vµ cs, 1987). Nã còng ®­îc t×m thÊy nh­ nh÷ng c¸i tói c« ®Æc l¹i trong c¬ thÓ vËt chñ- bµo t­¬ng cña HC vµ trªn mµng HC bÞ nhiÔm (Howard vµ cs, 1986). HRP2 còng ®­îc tiÕt ra bëi kÝ sinh trïng vµ cã thÓ t×m thÊy trong huyÕt t­¬ng vµ m«i tr­êng nu«i cÊy. Nh÷ng protein giµu histidine (nh­ng kh«ng ph¶i HRP2) ®· liªn quan ®Õn sù kÕt dÝnh tÕ bµo cña nh÷ng hång cÇu nhiÔm P.falciparum vµ thÓ hoa hång vµ v× thÕ nã cã thÓ ®ãng mét vai trß quan träng trong sù “trë ng¹i” (clogging) cña c¸c tiÓu tÜnh m¹ch sau mao m¹ch (post-capillaries venules), ®©y chÝnh lµ mét trong nh÷ng nguyªn nh©n chÝnh dÉn ®Õn sèt rÐt ¸c tÝnh thÓ n·o (Magowan vµ cs, 2000; Oh vµ cs, 2000). Chóng còng cã thÓ tham gia vµo trong qu¸ tr×nh x©m nhËp cña giai ®o¹n tr­ëng thµnh cña  hÖ thèng miÔn dÞch vµ sau ®ã lµ sù ph¸ huû chóng t¹i l¸ch (Lopez vµ cs, 2000). HRP” ®­îc sinh ra vµ tiÕt ra tõ kÝ sinh trïng trong suèt qu¸ tr×nh ph¸t triÓn vµ tr­ëng thµnh cña chóng (Desakorn vµ cs, 1997). Cã b»ng chøng cho thÊy r»ng th«ng qua ®­êng vËn chuyÓn néi bµo cña protein sèt rÐt nµy tõ kÝ sinh trïng qua mµng vµ bµo t­¬ng cña vËt chñ (Howard vµ cs, 1986).


 

HRP lµ mét trong nh÷ng protein cña plasmodium sím ®­îc nghiªn cøu mét c¸ch chi tiÕt. LÇn ®Çu tiªn chóng ®­îc ph©n lËp tõ toµn bé bµo t­¬ng trong giai ®o¹n v« tÝnh cña mét lo¹i KSTSR cña bß - P.lophurae (Kilejian, 1974). Còng chÝnh t¸c gi¶ nµy sau ®ã ®É kh¸m ph¸ ra vai trß cña nh÷ng HRP bªn trong c¸c merozoite xuyªn m¹ch, tÝnh sinh miÔn dÞch cña chóng vµ kh¶ n¨ng sö dông cña chóng ®Ó ph¸t triÓn nh÷ng lo¹i vaccine sèt rÐt (Kilejian, 1976,1978,1981). Tuy nhiªn, c¸c t¸c gi¶ kh¸c kh«ng thÓ t¸i t¹o hiÖu qu¶ sinh miÔn dÞch m¹nh cña c¸c HRP, ®iÒu nµy g©y ra mét sù ®Ò kh¸ng m¹nh víi sù nhiÔm c¸c KSTSR ë bß (Sherman vµ cs, 1981). MÆc dï thÓ t­ d­ìng cña KSTSR trªn ®éng vËt cã vó kh«ng chøa c¸c h¹t bµo t­¬ng gièng nh­ cña P.lophurae, nh÷ng thÓ cùc (polar organelles) lµ ®Æc tÝnh cña c¸c loµi plasmodia. Kilejian vµ Jensen (1997) ®· b¸o c¸o lo¹i HRP cña P.falciparum víi mét khèi ph©n tö t­¬ng ®èi lín h¬n vµ nh÷ng ®Æc tÝnh t­¬ng t¸c cña nã víi mµng. T¸c gi¶ Kilejian (1983) còng b¸o c¸o thªm vÒ ph¶n øng chÐo vÒ miÔn dÞch gi÷a P.lophurae vµ protein trong phÇn nh« ra gièng nh­ chåi cña c¸c hång cÇu bÞ kÝ sinh. TÊt c¶ 3 lo¹i HRP cña P. falciparum cã mét vµi t­¬ng ®ång víi HRP cña P.lophurae. TÊt c¶ chóng ph¶n øng chÐo víi c¸c anti-HRP vµ kh«ng hîp nhÊt víi l­îng histidine ngo¹i sinh cao h¬n lµ mÊy (Sharma, 1988).

Chøc n¨ng cña Proteine giµu histidine 2 (HRP-II)



Kh«ng nh­ HRP-I, chøc n¨ng ®Çy ®ñ cña HRP-II ch­a ®­îc hiÓu biÕt mét c¸ch ®Çy ®ñ. HRP-II tõ P.falciparum ®­îc xem nh­ mét polymerase cña haeme th«ng qua sù sù polyme ho¸ víi thµnh phÇn haemozoin bÊt ho¹t (Lynn vµ cs, 1999). Tr×nh tù cña nã lµ mét chuçi 6 peptide lËp ®i lËp l¹i (Ala-His-His-Ala-Asp), xuÊt hiÖn 33 lÇn trong PfHRP2, ®©y cã thÓ lµ vïng kÕt g¾n chÝnh cña Haeme trong protein nµy. Nh÷ng nghiªn cøu vÒ vïng kÕt g¾n nµy ®­îc thùc hiÖn bëi nhiÒu t¸c gi¶ kh¸c nhau cho thÊy cã ®Õn 18 ®­¬ng l­îng cña haeme cã thÓ kÕt dÝnh bëi protein nµy víi mét K(d) cña 0,94mM ®­îc quan s¸t. B»ng chøng cña phæ hÊp phô cho thÊy chloroquine cã kh¶ n¨ng t¸ch haeme kÕt dÝnh víi PfHRP2. §iÒu nµy hæ trî cho gi¸ trÞ cña K(d), cña 37nM ®­îc quan s¸t trong phøc hîp haem-chloroquine. Nh÷ng kÕt qu¶ nghiªn cøu còng cho thÊy sù thµnh lËp phøc hîp haem-chloroquine bÞ gi¸n ®äan bëi chloroquine. Nh÷ng kÕt qu¶ nµy cho thÊy r»ng chloroquine cã kh¶ n¨ng ho¹t ®éng b»ng øc chÕ sù gi¶i ®éc haem/ hoÆc kÕt dÝnh víi PfHRP2. Do tÝnh ¸i lùc cao cña nã, nªn chloroquine cã thÓ lo¹i bá haem kÕt dÝnh víi PfHRP2 vµ h×nh thµnh mét phøc hîp g©y ®éc cho KSTSR (Pandey vµ cs, 2001). Nh÷ng nghiªn cøu rÊt gÇn ®©y cho thÊy mét ph­¬ng thøc ho¹t ®éng ®èi víi c¸c dÉn xuÊt artemisinin (Kannan vµ cs, 2002). Nh÷ng nghiªn cøu kh¸c còng chØ ra r»ng sau khi HRP2 ®­îc tiÕt ra tõ KST vµo trong bµo t­¬ng cña hång cÇu vËt chñ, nã ®­îc mang ®Õn vïng kh«ng bµo tiªu ho¸ acidic cïng hemoglobin. Sau khi ly gi¶i protein cña hemoglobin, HRP g¾n víi haeme tù do vµ lµm m«i tr­êng h×nh thµnh haemozoin (Sullivan vµ cs, 1996). 



Nh÷ng nghiªn cøu tiÕp theo cho thÊy PfHRP2 cã thÓ thóc ®Èy qu¸ tr×nh khö ®éc cña ferriprotoporphyrin IX- mét s¶n phÈm sinh ra tõ sù tho¸i ho¸ hemoglobine vµ c¸c oxygen ph¶n øng bªn trong kh«ng bµo (Papalexis vµ cs, 2001). C¬ chÕ chÝnh x¸c cña sù trïng hîp ho¸ / polyme ho¸ (polymerization) ch­a ®­îc biÕt ®Çy ®ñ nh­ng ®· cã b»ng chøng cho thÊy r»ng HRP2 cã thÓ hæ trî viÖc vËn chuyÓn hemoglobine tíi c¸c kh«ng bµo vµ xóc t¸c cho qu¸ tr×nh polyme ho¸.

 C¸c kh¸ng nguyªn ®Ých cña RTDs hiÖn ®ang sö dông cã 2 lo¹i chÝnh

i. Proteine giµu Histidine II cña P.falciparum (Pf HRP-II) lµ mét lo¹i proteine hoµ tan trong n­íc, ®­îc tiÕt ra tõ c¸c thÓ t­ d­ìng vµ giao bµo non cña P.falciparum. C¸c s¶n phÈm th­¬ng m¹i trªn thÞ tr­êng hiÖn cã chØ dïng ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn Pf HRP-II cña chñng P.falciparum nh­ Assure test (h·ng Genelabs Diagnostic-Singaore), ICT Malaria Pf test (ITC Diagnostics, Sydney), DetermineTM Malaria Pf test (Abbott Laboratories, USA), hoÆc DetermineTM (Abbott Laboratories, Japan), Parasight TM-F (Becton Dickinson, USA), RapidMal (h·ng Cellabs, Australia), Paracheck P.f (Orchid, India), Uritest Malaria (?), hoÆc VecTest trong chÈn ®o¸n sèt rÐt trong lÜnh vùc c«n trïng.

§é nh¹y (Se) c¸c test ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn Pf HRP-II cña P.falciparum trong nhiÒu nghiªn cøu cã ®é nh¹y trªn 90%, mét sè test lªn ®Õn 99% khi mËt ®é KST> 100/(L m¸u. Trong nh÷ng tr­êng hîp mËt ®é KSTSR <100 /(L, ®é nh¹y cña test b¾t ®Çu gi¶m xuèng. §é ®Æc hiÖu (Sp) lµ  90%-99%.  Tuy nhiªn, kÕt qu¶ d­¬ng tÝnh gi¶ (false positive) ®­îc b¸o c¸o ë nh÷ng bÖnh nh©n cã yÕu tè thÊp (rheumatoide factor). Ngoµi ra, kÕt qu¶ d­¬ng tÝnh tån t¹i trong mét thêi gian tõ 7-14 ngµy thËm chÝ 21 hay 28 ngµy sau khi hoµn tÊt liÖu tr×nh ®iÒu trÞ ë mét sè bÖnh nh©n do sù hiÖn diÖn KN tõ giao bµo non, mÆc dï c¸c dÊu hiÖu, triÖu chøng l©m sµng vµ xÐt nghiÖm kÝnh hiÓn vi cho biÕt ®· s¹ch KSTSR.

ii. Men latate dehydrogenase cña kÝ sinh trïng (pLDH) ®­îc tiÕt ra ë c¸c giai ®o¹n sinh s¶n v« tÝnh vµ h÷u tÝnh trong qu¸ tr×nh ph¸t triÓn cña KST, nh­ vËy chØ cã c¸c KSTSR sèng míi tiÕt mµ th«i (!). C¸c s¶n phÈm th­¬ng m¹i hiÖn ®ang ®­îc sö dông cã thÓ ph¸t hiÖn pLDH cña tÊt c¶ c¸c chñng Plasmodium ë ng­êi, mét sè chØ ph©n biÖt 2 chñng P.falciparum vµ P.vivax; mÆc dï cã thÓ ph©n biÖt ®­îc P.falciparum víi c¸c chñng KSTSR kh¸c, nh­ng kh«ng thÓ ph©n biÖt  gi÷a P.vivax, P.ovale, hay P.malariae, ch¼ng h¹n; test OptiMAL( version 1, OptiMAL( version 2, OptiMAL( version 3 hay OptiMAL( version  4 (Flow Inc., Porland, USA), ITC Malaria P.f/ P.v test (ITC Diagnostics, Sydney, Australia).
 Quy tr×nh kü thuËt

C¸c b­íc thùc hiÖn cã thÓ thay ®æi tuú theo tõng bé thö cña nhµ s¶n xuÊt kh¸c nhau. VÒ c¬ b¶n, ng­êi ta hay cµi ®Æt c¸c kh¸ng thÓ cña lo¹i KSTSR mµ nã g©y ra bÖnh chñ yÕu cho vïng nhiÖt ®íi vµ cËn nhiÖt ®íi; hoÆc nhu cÇu ®Æt hµng cña tõng quèc gia còng kh¸c nhau v× sau khi cã kÕt qu¶ x¸c ®Þnh lo¹i kh¸ng nguyªn chñ yÕu cña KSTSR l­u hµnh trong vïng cña hä. Thêi gian toµn bé quy tr×nh ®Õn khi ®äc kÕt qu¶ tõ 7-15 phót, gåm c¸c b­íc nh­ sau:

i.  LÊy m¸u ®Çu ngãn tay tõ 2-50(L, tuú theo bé kit quy ®Þnh b»ng c¸c èng mao dÉn (th­êng gäi lµ capillaire ®· ®­îc cho chèng ®«ng).

ii.  MÉu m¸u thö ®­îc trén lÉn (trong èng nghiÖm hay giÕng trªn c¸c ®Üa (plate) riªng biÖt, c¸c giÕng nµy cã thÓ chung trong mét ®Üa lín, ®Üa 6 giÕng hoÆc ®«i khi ph¶i dïng ®Õn c¸c tube 5ml b»ng plastic hoÆc thuû tinh ®Ó lµm; hoÆc trªn m¶nh giÊy thÊm) víi dung dÞch ®Öm chøa phøc hîp tan m¸u, cïng víi kh¸ng thÓ ®Æc hiÖu ®­îc ®¸nh dÊu b»ng c¸c chÊt chØ thÞ cã thÓ thÊy b»ng m¾t th­êng (gel mµu vµng). NÕu cã sù hiÖn diÖn cña KN, phøc hîp KN-KT sÏ ®­îc h×nh thµnh.

Mét sè kit, KT nµy cè ®Þnh trªn mÉu giÊy thÊm cã tÝnh mao dÉn d¹ng que (nh­ Paracheck P.f) hay ®­îc chÕ/cµi s½n trong giÕng thö nghiÖm (nh­ OptiMAL), khi ®ã chØ cã viÖc cho dung dÞch ®Öm (buffer) thªm vµo c¶ giÕng trén vµ giÕng röa (conjugate & wash well).

iii.  Phøc hîp KN-KT h×nh thµnh sÏ di chuyÓn theo h­íng ®i lªn trªn b¨ng giÊy (que gi¸y nµy  lµm b»ng sîi nitrocellulose) theo lùc mao dÉn vÒ phÝa thuèc thö ®Æc hiÖu, ®­îc cè ®Þnh s½n trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt, bao gåm (a) v¹ch KT ®Æc hiÖu víi KN, (b) v¹ch chøng chøa KT sÏ b¾t gi÷  KT ®­îc ®¸nh dÊu.

iv.  Thªm dung dÞch ®Öm ®Ó röa s¹ch, lo¹i bá hemoglobine, dÔ nh×n thÊy c¸c v¹ch b¾t mµu trªn b¨ng giÊy. Dung dÞch ®Öm thªm vµo b»ng c¸ch nhá trùc tiÕp lªn b¨ng giÊy, hoÆc cho vµo giÕng ®Ó tõ ®ã di chuyÓn trªn b¨ng giÊy, hay b»ng c¸ch röa s¹ch toµn bé b¨ng giÊy trong tube 5ml.

v. NÕu mÉu m¸u chøa KN, phøc hîp KN-KT sÏ bÞ cè ®Þnh t¹i v¹ch KT vµ cã thÓ nh×n thÊy ®­îc m¾t th­êng. Dï mÉu m¸u cã chøa KN hay kh«ng, v¹ch chøng còng sÏ nh×n thÊy râ do KT ®¸nh dÊu bÞ cè ®Þnh bëi v¹ch KT cè ®Þnh s½n trªn band giÊy (nghÜa lµ test ®óng kü thuËt).
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¦u ®iÓm

· Quy tr×nh kü thuËt ®¬n gi¶n, dÓ thùc hiÖn vµ dÓ ®äc kÕt qu¶. Kh«ng ®ßi hái nguån ®iÖn, trang thiÕt bÞ ®¾t tiÒn hay ®µo t¹o bµi b¶n cho KTV. TÊt c¶ c¸c nh©n viªn y tÕ ®Òu cã thÓ thùc hiÖn ngay c¶ tuyÕn y tÕ c¬ së, c¸c nhµ phôc vô søc khoÎ (health providers), c¸c y tÕ th«n b¶n cã thÓ ®­îc h­íng dÉn vÒ kü thuËt nµy trong mét thêi gian ng¾n.

· Cã thÓ lÊy m¸u tÜnh m¹ch, mao m¹ch, ®éng m¹ch hoÆc dÞch m« thËm chÝ n­íc tiÓu (mÆc dÇu ®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu kh«ng cao).

· T­¬ng ®èi æn ®Þnh, viÖc thùc hiÖn vµ ®äc kÕt qu¶ thay ®æi rÊt Ýt gi÷a c¸c c¸ nh©n sö dông, mét c¸ch kh¸ch quan. PhÇn lín c¸c kit ®­îc vËn chuyÓn vµ b¶o qu¶n trong nhiÖt ®é th­êng, hay nhiÖt ®é phßng thÝ nghiÖm lµ tèt.

· Test chÈn ®o¸n nhanh ph¸t hiÖn c¸c KN l­u hµnh trong tuÇn hoµn; do ®ã, cã thÓ ph¸t hiÖn trong nh÷ng tr­êng hîp nhiÔm P.falciparum mµ KST Èn c­ (sequestration) rÊt s©u trong mao m¹ch c¸c tæ chøc, phñ t¹ng mµ ®«i khi kh«ng ph¸t hiÖn b»ng KHV trªn lam m¸u ngo¹i vi (thËm chÝ trong tr­êng hîp sèt rÐt bµo thai).

Nh­îc ®iÓm

· Test chÈn ®o¸n nhanh mµ ®Ých ph¸t hiÖn lµ KN lo¹i HRP-II hiÖn nay phÇn lín chØ cã thÓ ¸p dông chÈn ®o¸n chñng P.falciparum, nªn sÏ kh«ng thÝch hîp cho viÖc ¸p dông nh÷ng vïng dÞch tÔ tû lÖ ph©n bè chñng nµy thÊp nh­ng cao vÒ P.vivax (nh­ vïng ch©u Phi, Hµn Quèc).

· C¸c test ph¸t hiÖn lo¹i KN Pf HRPII cã thÓ cho kÕt qu¶ d­¬ng tÝnh kÐo dµi ®Õn 14 tuÇn, thËm chÝ mét sè cßn tån t¹i ®Õn 28 ngµy theo dâi sau khi ®iÒu trÞ thµnh c«ng víi xÐt nghiÖm KSTST ®· s¹ch vµ kh«ng cßn triÖu chøng l©m sµng, tõ ®ã thÇy thuèc l©m sµng dÔ ®­a ®Õn mét liÖu tr×nh ®iÒu trÞ kh¸c kh«ng cÇn thiÕt.

· ChÝnh v× nh­îc ®iÓm nµy khiÕn cho mét sè thÇy thuèc ®iÒu trÞ nhÇm lÉn cho r»ng kÕt qu¶ ®iÒu trÞ thÊt b¹i hoÆc kh¸ng thuèc cña liÖu tr×nh ®iÒu trÞ tr­íc ®ã. §iÒu suy nghÜ hiÖn nay lµ ph¶i xem xÐt ë ®iÓm nµy liÖu ®©y lµ mét ­u ®iÓm cña test chÈn ®o¸n nhanh hay ®©y lµ mét tr­êng hîp ®iÒu trÞ thÊt b¹i thËt sù- cÇn thiÕt ph¶i lµm râ; thiÕt nghÜ chØ cã ph­¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö PCR míi chÈn ®o¸n ph©n biÖt ®­îc.

· C¸c RDTs hiÖn cã gi¸ thµnh ®¾t h¬n so víi ph­¬ng ph¸p giªm sa, gi¸ thµnh thay ®æi tõ 0,7-2,5 USD  tuú thuéc thÞ tr­êng vµ c«ng nghÖ s¶n xuÊt.

· RDTs kh«ng ®Þnh l­îng ®­îc mËt ®é KSTSR, do vËy kh«ng cung cÊp ®­îc nh÷ng th«ng tin cã gi¸ trÞ trong vÊn ®Ò ®¸nh gi¸ tiªn l­îng ®é nÆng, nhÑ bÖnh nh©n, kh«ng ®¸nh gi¸ cô thÓ vÒ hiÖu lùc ®iÒu trÞ cña thuèc sèt rÐt. Song, trªn thùc tÕ thùc hiÖn quy tr×nh c¸c test nµy trªn thùc ®Þa (cho thÊy ®é ®Ëm nh¹t cña band d­¬ng tÝnh tû lÖ thuËn víi mËt ®é KSTSR).

· MÆc dï, mét sè kit cã thÓ ph©n biÖt ®­îc m¸u bÖnh nh©n ®ã nhiÔm P.falciparum víi c¸c chñng kh¸c kh«ng ph¶i P.falciparum; nh­ng chóng kh«ng thÓ ph©n biÖt v¹ch d­¬ng tÝnh thø hai nµy lµ cña chñng nµo (P.vivax, P.ovale hay P.malariae). §ång thêi, chóng còng kh«ng thÓ ph©n biÖt nhiÔm phèi hîp nh­ mét sè t¸c gi¶ lÇm t­ëng khi hä ch­a thùc hiÖn lo¹i test nµy.

· C¸c thö nghiÖm mµ ®Ých ph¸t hiÖn lµ kh¸ng nguyªn men pLDH cã thÓ cho kÕt qu¶ d­¬ng tÝnh trong nh÷ng tr­êng hîp mµ chØ cã sù hiÖn diÖn cña giao bµo nh­ng thÓ giao bµo kh«ng g©y bÖnh, vËy chóng ta, nÕu lµ thÇy thuèc l©m sµng dÔ ®i ®Õn quyÕt ®Þnh ®iÒu trÞ thªm mét lÇn thuèc sèt rÐt n÷a. H¬n n÷a, c¸c giao bµo cña P.falciparum cã thÓ tån t¹i sau ®ît ®iÒu trÞ ®Õn 14-28 ngµy nh­ng ®iÒu nµy kh«ng cã nghÜa lµ kh¸ng thuèc. Nh÷ng kÕt qu¶ d­¬ng tÝnh nµy cã thÓ dÉn ®Õn thu thËp sè liÖu, thèng kª vµ ph©n tÝch sè liÖu sai (v× ®©y lµ d­¬ng tÝnh gi¶) vµ cã thÓ cã nh÷ng ca bÖnh ®iÒu trÞ kh«ng cÇn thiÕt.

· C¸c thö nghiÖm mµ ®Ých ph¸t hiÖn lµ kh¸ng nguyªn PfHRP-II cã thÓ cho d­¬ng tÝnh gi¶ ë  bÖnh nh©n cã yÕu tè thÊp, ®iÒu nµy ®· gÆp trong nhiÒu b¸o c¸o trªn thÕ giíi (rheumatoide-factor positive rheumatoid arthritis) (Laerl vµ cs, 1997).

Mét sè chó ý khi ®äc kÕt qu¶ cña RDTs

· Khi lÊy test ra khái tói nhùa nÕu thÊy cã hiÖn t­îng háng test hay bong mµng nitrocellulose kh«ng nªn dïng v× nÕu kh«ng sÏ cho kÕt qu¶ ©m tÝnh gi¶ hoÆc kh«ng xuÊt hiÖn band khi thùc hiÖn ph¶n øng.

· CÇn chó ý v¹ch d­¬ng tÝnh gi¶ do ngÊn m¸u (kÕt qu¶ tõ sîi m¸u röa kh«ng s¹ch b»ng dung dÞch ®Öm (chó ý kho¶ng c¸ch tõ ®Çu mòi tªn ®Õn v¹ch d­¬ng tÝnh).

· Mét sè tr­êng hîp cho kÕt qu¶ kh«ng cã ý nghÜa nh­ kh«ng cã v¹ch nµo, hoÆc chØ xuÊt hiÖn v¹ch d­¬ng mµ kh«ng cã v¹ch chøng, xuÊt hiÖn 3 v¹ch kh«ng râ rµng,... trong c¸c tr­êng hîp nh­ thÕ nµy, chóng ta nªn thùc hiÖn l¹i test ®óng quy tr×nh kü thuËt víi mét test míi.

KÕt qu¶ chÈn ®o¸n cña RDTs (mÉu thö Assure test- Nagasi- Singapore)
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i. So s¸nh ®Æc ®iÓm gi÷a test chÈn ®o¸n nhanh RDTs vµ tiªu chuÈn vµng Giªm sa

B¶ng 1. So s¸nh ®Æc ®iÓm test chÈn ®o¸n nhanh víi ph­¬ng ph¸p nhuém Giªm sa

	§Æc ®iÓm so s¸nh
	Ph­¬ng ph¸p nhuém Giªm sa- tiªu chuÈn vµng
	Test chÈn ®o¸n nhanh- RDTs

	Yªu cÇu cÇn thiÕt

Trang thiÕt bÞ

Nguån ®iÖn

VËt phÈm cung cÊp

§µo t¹o

Quy tr×nh thùc hiÖn

Thêi gian thö nghiÖm

C­êng ®é lao ®éng

TÝnh chñ quan

TÝnh æn ®Þnh

Gi¸ thµnh thö nghiÖm

Chuyªn m«n kü thuËt
Ng­ìng ph¸t hiÖn

Kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn c¶ 4 chñng th«ng th­êng

§Þnh l­îng KSTSR

Ph©n biÖt P.vivax, P.ovale,  P.malariae

Ph©n biÖt gi÷a thÓ h÷u tÝnh vµ v« tÝnh

Sù tån t¹i kh¸ng nguyªn


	KÝnh hiÓn vi

Cã cµng tèt,  cã thÓ AS trêi.

MÉu m¸u, ho¸ chÊt, nguån n­íc

KTV cã kinh nghiÖm

Trung b×nh vµ chuÈn 60 phót

Cao 

Cao

Trung b×nh

0,12-0,4 USD

10-20 KST/(L

Cã thÓ

Cã thÓ

Cã thÓ

Cã thÓ

Kh«ng thÓ ¸p dông
	Kh«ng 

Kh«ng

MÉu m¸u

ChØ cÇn h­íng dÉn ®¬n gi¶n

7-15 phót (mét sè >15 phót)

ThÊp 

ThÊp

Cao

0,7-2,5 USD

40-100KST/(L

Kh«ng thÓ

Kh«ng thÓ

Kh«ng thÓ

Kh«ng thÓ

Mét sè test cã thÓ


(TrÝch tµi liÖu WHO, Malaria Diagnostics: New perspective. Geneve, 2000)

	 
	KÝnh hiÓn vi
	RDTs

	Thêi gian
	Giê - ngµy
	phót

	§é chÝnh x¸c
	T­¬ng tù, nh­ng tuú thuéc thiÕt bÞ vµ kü n¨ng KTV

	§µo t¹o
	Cao
	ThÊp

	Trang thiÕt bÞ
	Cao
	ThÊp

	Chi phÝ h­íng dÉn
	Cao
	Trung b×nh

	Chi phÝ toµn bé
	Phô thuéc tr¸ch nhiÖm KTV, ®é chÝnh x¸c t­¬ng ®èi, hiÖu qu¶ ®iÒu trÞ, t¸c ®éng bÖnh SR vµ bÖnh kh¸c, sè ca bÖnh cÇn chÈn ®o¸n.


Mét sè tõ viÕt t¾t trong khi ®äc quy tr×nh vµ kÕt qu¶ cña RDTs

S: sample- n¬i ®Ó nhá giät m¸u bÖnh nh©n vµo.

C: Control line- v¹ch hay b¨ng chøng (ph¶i lu«n cã hiÓn thÞ)

T: Test line- v¹ch hay b¨ng d­¬ng tÝnh hiÓn thÞ (nÕu cã)

B: Buffer solution- n¬i ®Ó nhá dung dÞch ®Öm.

B¶ng 2.  Mét sè kÝt chÈn ®o¸n nhanh hiÖn ®ang cã trong CTSR c¸c quèc gia trªn thÕ giíi

	Tªn th­¬ng m¹i kit
	Nhµ s¶n xuÊt, n­íc s¶n xuÊt
	Lo¹i KN ®Ých

	Assure(Malaria P.f 

DetermineTMMalaria Pf

ICT Malaria Pf
ICT Malaria Pf/Pv
MAKRO med. Malaria

MalaQuick

OptiMAL( Malaria

OptiMAL(Malaria ver.4

Paracheck P.f Malaria

ParaSight-F 

PATH fal mal IC strip

RapiMAL kit

RapiMAL test

Visitect Malaria Pf 


	Genelabs Diagnostics, Nagase Singapore  LTD

Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA.

ICT Diagnostics, Sydney, Australia

ICT Diagnostics, Sydney, Australia

Makro med manufact., Ltd, South Africa

ICT Diagnostics, Sydney, Australia

Flow Inc., Porland, OR, USA

Flow Inc., Porland, OR, USA

Orchid Diagnostics, India

Becton Dickinson, Cockeysville, USA

Quorum Diagnostics, Vancouver, Canada

TCS Biosciences Ltd, Buckingham, UK

Cellabs Diagnostics, Australia

Omega Diagnostics, Ltd, UK
	Pf HRP-II

Pf HRP-II

Pf HRP-II

Pf HRPII/Panmalaria

Pf HRP-II

Pf HRP-II

pLDH

pLDH

Pf HRP-II

Pf HRP-II

Pf HRP-II

Pf HRP-II

Pf HRP-II

Pf HRP-II


Kh¶ n¨ng øng dông RDTs trong thùc hµnh ph¸t hiÖn, chÈn ®o¸n bÖnh sèt rÐt


Trong lÜnh vùc sèt rÐt, ph­¬ng ph¸p nhuém giªm sa vÉn gi÷ vai trß chuÈn vµng khi ®èi chiÕu víi c¸c RDTs; nh­ng xu h­íng thÕ giíi vµ trong n­íc ngµy cµng thiªn vÒ test chÈn ®o¸n nhanh v× kh«ng nh÷ng gióp chÈn ®o¸n vµ ®iÒu trÞ kÞp thêi, ®¸p øng ®­îc yªu cÇu cña WHO mµ cßn gióp sµng läc bé phËn dÞch tÔ ph¸t hiÖn KSTSR l¹nh vµ ¸p dông vµo dÞch vô ch¨m sãc søc khoÎ t¹i c¬ së ®iÒu trÞ tuyÕn tØnh, thµnh phè hay huyÖn, n¬i ®ã qu¸ thiÕu kü thuËt viªn kinh nghiÖm. Nãi mét c¸ch kh¸c, phÇn nµo c¸c RDTs còng cã ­u ®iÓm h¬n h¼n kÝnh hiÓn vi trong chÈn ®o¸n. Nh÷ng nh­îc ®iÓm tån t¹i, trong khi chê cã nh÷ng nghiªn cøu c¶i thiÖn, vÊn ®Ò ®Æt ra lµ cÇn ph¶i xem xÐt, ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng øng dông cña thö nghiÖm dùa trªn c¸c yÕu tè sau: møc ®é l­u hµnh bÖnh sèt rÐt  (nÆng, nhÑ, c¬ cÊu KSTSR), tõng b­íc thùc hiÖn vµ kÕt qu¶ mang l¹i, ®iÒu kiÖn ®Þa lý tõng vïng sèt rÐt, ng©n s¸ch chi ra cho tõng tuyÕn y tÕ vµ vïng träng ®iÓm, c¸c ®Æc ®iÓm vÒ kinh tÕ x· héi, ph­¬ng tiÖn chÈn ®o¸n hiÖn cã, tÝnh kh¶ thi,...

§é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cña test cao ®­îc kh¼ng ®Þnh qua nhiÒu nghiªn cøu khiÕn cho RDTs trë thµnh mét ph­¬ng tiÖn chÈn ®o¸n hæ trî rÊt cã Ých cho ph­¬ng ph¸p xÐt nghiÖm cæ ®iÓn th­êng quy giªm sa. VÒ Se cña RDTs ®ñ ®¸ng tin cËy trong viÖc ph¸t hiÖn vµ chÈn ®o¸n kSTSR ë mËt ®é biÓu hiÖn bÖnh. Se cña nã ®­îc x¸c ®Þnh bëi:

· ChÊt l­îng s¶n xuÊt 

· Chñng kÝ sinh trïng sèt rÐt

· Sè l­îng, sù thay ®æi vµ kh¶ n¨ng cña dßng ký sinh trïng hiÖn t¹i

· T×nh tr¹ng cña RDTs

· Kü thuËt th¸o t¸c RDTs

· Sù phiªn gi¶i kÕt qu¶ bëi ng­êi ®äc

Khi t×nh tr¹ng cña que thö tèt th× ®é nh¹y cña nã t­¬ng øng víi Se cña ph­¬ng ph¸p giªm sa. §é nh¹y cã thÓ thay ®æi tuú thuéc s¶n phÈm. Mét sè t¸c gi¶ rót ra qua nhiÒu nghiªn cøu thÊy Se tõ 95% ë mËt ®é 100KST P.falciparum/(l (New Perspectives in Malaria Diagnosis, WHO, 2000, Meeting Report, 2003).
1. Tr­êng hîp nghi ngê, ®Ó ng¨n ngõa sèt rÐt nÆng vµ sèt rÐt ¸c tÝnh x¶y ra, nhÊt lµ nh÷ng ng­êi kh«ng cã miÔn dÞch, hoÆc miÔn dÞch thÊp míi ®Õn sèng hoÆc võa ®i vµo trong vïng l­u hµnh sèt rÐt, chÈn ®o¸n sím lµ viÖc cÇn thiÕt ®Ó cã nh÷ng h­íng dÉn ®iÒu trÞ kÞp thêi. Ch¼ng h¹n, h«n mª do SRAT thÓ n·o cÇn ph©n biÖt víi viªm n·o, viªm n·o-mµng n·o; SRAT thÓ gi¸ l¹nh cÇn ph©n biÖt víi Dengue xuÊt huyÕt cã sèc, sèt th­¬ng hµn, viªm ®­êng mËt,... Trong nh÷ng tr­êng hîp nh­ vËy, khi mµ kh¶ n¨ng xÐt nghiÖm cña KHV kh«ng cã s½n (®ªm khuya, ngµy nghØ cuèi tuÇn hoÆc mét sè trung t©m y tÕ v× lý do nµo ®ã kh«ng cã chÕ ®é trùc xÐt nghiÖm ban ®ªm,....) th× RDTs lµ mét thay thÕ kÞp thêi vµ hiÖu qu¶.

2. Trong ®¸nh gi¸ hiÖu lùc ph¸t ®å ®iÒu trÞ sèt rÐt, lÏ ®­¬ng nhiªn KHV thÝch hîp h¬n do cã thÓ x¸c ®Þnh ®­îc mËt ®é KSTSR, gióp x¸c ®Þnh nh÷ng ca thÊt b¹i ®iÒu trÞ sím(ETF-early therapeutic failure). NÕu kh«ng cã KHV th× khi ®ã RDTs cã thÓ sö dông th× nªn tr¸nh dïng lo¹i cã kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn KN m¸u tån t¹i dai d¼ng mÆc dï ®· s¹ch KST.

3. HÖ thèng y tÕ t­ nh©n ë c¸c thµnh phè, cÇn ®­îc h­íng dÉn sö dông RDTs. V× ë nh÷ng vïng nµy, l­u hµnh bÖnh sèt rÐt thÊp, sÏ lµm gi¶m gi¸ trÞ dù ®o¸n vÒ mÆt chÈn ®o¸n l©m sµng vµ lµm t¨ng mèi liªn quan gi÷a mËt ®é KST trong m¸u vµ ®é trÇm träng bÖnh. TiÖn Ých vµ nhanh chãng cña c¸c RDTs, khi ®ã sù hµi lßng vÒ chi tr¶ chi phÝ dÞch vô tõ ng­êi bÖnh t×m ®Õn víi lo¹i h×nh dÞch vô nµy th× kh«ng ph¶i lµ vÊn ®Ò ®¸ng quan t©m.

4. Nh÷ng céng ®ång d©n c­ sèng vïng s©u vïng xa, ®èi t­îng di biÕn ®éng lín, chÈn ®o¸n KHV kh«ng thÓ thùc hiÖn hay bÖnh nh©n kh«ng cã ®iÒu kiÖn ®Õn c¬ së y tÕ, viÖc ®iÒu trÞ th­êng chØ dùa ®¬n thuÇn vµo chÈn ®o¸n l©m sµng cña y tÕ th«n b¶n hay y tÕ x·. ChÈn ®o¸n sím vµ ®iÒu trÞ kÞp thêi trong t×nh huèng nµy cã thÓ lµm gi¶m nguy c¬ bÖnh tiÕn triÓn nÆng.

5. Ph¸t hiÖn sím vµ khèng chÕ dÞch th«ng qua sö dông RDTs sµng läc bÖnh, nhÊt lµ ë nh÷ng n¬i kh«ng cã ph­¬ng tiÖn KHV.

RDTs lµ ph­¬ng tiÖn chÈn ®o¸n hæ trî h÷u Ých, trong ch­¬ng tr×nh phßng chèng sèt rÐt quèc gia ViÖt Nam dïng rÊt nhiÒu lo¹i test chÈn ®o¸n nhanh, song lo¹i dïng nhiÒu nhÊt t¹i tuyÕn y tÕ c¬ së lµ paracheck P.f.  §©y lµ mét s¶n phÈm cña h·ng Orchid, India, gi¸ thµnh t­¬ng ®èi rÎ so víi c¸c s¶n phÈm cïng lo¹i kh¸c. Nh÷ng nghiªn cøu ban ®Çu t¹i ViÖt Nam cho thÊy test cã hiÖu qu¶ cao trong chÈn ®o¸n, song ch­a thËt sù ®ång nhÊt vÒ ®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu, ë tõng vïng dÞch tÔ kh¸c nhau vµ thùc hiÖn gi÷a c¸c t¸c gi¶ kh¸c nhau, nh­ng nh×n chung nã vÉn lµ mét test chÈn ®o¸n cã hiÖu qu¶. 
Trong mét thö nghiÖm ®¸nh gi¸ mét phiªn b¶n ban ®Çu cña kü thuËt ParaSight F cho thÊy ®é nh¹y(Se) cao ®Õn 100% vµ ®é ®Æc hiÖu (Sp) 88% (LN B×nh vµ cs, 1995); khi ¸p dông Paracheck P.f ®Ó ph¸t hiÖn hay chÈn ®o¸n sèt rÐt t¹i thùc ®Þa so s¸nh víi giªm sa, kÕt qu¶ (Se 100%, n=265) (NV Hinh vµ cs, 2001); T¹i khu vùc miÒn Trung vµ T©y Nguyªn,  qua ph©n tÝch kÕt qu¶ thùc hiÖn h¬n 1500 mÉu paracheck P.f tõ nhiÒu trung t©m vµ ®¬n vÞ chÈn ®o¸n l©m sµng sèt rÐt còng nh­ t¹i thùc ®Þa, kÕt qu¶ mang l¹i thËt ®¸ng khÝch lÖ (Se: 91,5%, Sp: 89,5%, n=1500) (TN Trung, HH Quang vµ cs, 2002);  KÕt qu¶ tæng kÕt sau 3 n¨m thùc hiÖn ¸p dông chÈn ®o¸n nhanh t¹i c¸c vïng träng ®iÓm sèt rÐt Gialai, Phó Yªn, B×nh §Þnh, B×nh ThuËn, phßng kh¸m chuyªn khoa ViÖn Sèt rÐt-KST-CT Quy Nh¬n, kÕt qu¶ mang l¹i lµ sè ca sèt rÐt ph¸t hiÖn vµ ®iÒu trÞ sím ®¸n kÓ, gi¶m con sè bÖnh nh©n chuyÓn nÆng sèt rÐt vµ so víi chuÈn vµng th× test Paracheck Pf cã gi¸ trÞ kh«ng kÐm (Se: 98%, Sp: 99%, n=2590) (HH Quang vµ cs, 2003); thiÕt nghÜ viÖc lÊy m¸u ®Ó xÐt nghiÖm cho trÎ em lµ ®iÒu khã thùc hiÖn, nªn mét sè t¸c gi¶ b­íc ®Çu ¸p dông uricheckR ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn ký sinh trïng trong n­íc tiÓu trÎ em m¾c sèt rÐt, kÕt qu¶ cho thÊy viÖc ¸p dông ph¸t hiÖn KSTSR trong n­íc tiÓu b»ng uricheck nãi riªng vµ RDTs nãi chung cã lÏ kh«ng hiÖu qu¶ (v× Se qu¸ thÊp, chØ 35,5%, n = 40), ®iÒu nµy cã lÏ gi¶i thÝch do l­îng kh¸ng nguyªn ®µo th¶i qua n­íc tiÓu qu¸ Ýt (HH Quang, J.Lee, C.Muir, Polly vµ cs, 2002). Thö nghiÖm ®ång thêi trªn n­íc tiÓu vµ m¸u cña bÖnh nh©n bÞ SR do P.falciparum ®Ó ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn HRP-II t¹i Trung t©m y tÕ vïng träng ®iÓm, kÕt qu¶ cho thÊy khi thö trªn mÉu n­íc tiÓu th× v¹ch d­¬ng tÝnh th­êng kh«ng xuÊt hiÖn hoÆc nÕu cã rÊt nh¹t so víi mÉu m¸u cïng bÖnh nh©n, kÕt qu¶ nµy còng rÊt phï hîp víi mét sè t¸c gi¶ nhËn ®Þnh (Blair Genton, sarah Paget, Hans Peter Beck, 2003). 

HH Quang vµ cs (2001-2004) trong so s¸nh gi¸ trÞ chÈn ®o¸n cña ph­¬ng ph¸p giªm sa vµ Paracheck P.f trong chÈn ®o¸n sèt rÐt do P.falciparum ë mét sè trung t©m vµ c¬ së ®iÒu trÞ khu vùc miÒn Trung - T©y Nguyªn, kÕt qu¶ còng rÊt cao (n= 1.062, Se: 91,48%, Sp: 89,53%, kh¶ n¨ng dù ®o¸n ©m tÝnh 97,66% vµ kh¶ n¨ng dù ®o¸n d­¬ng tÝnh 68,72%).

¸p dông OptiMAL ®Ó chÈn ®o¸n sèt rÐt do plasmodium falciparum vµ mét mét sè chñng kh¸c, so s¸nh ph­¬ng ph¸p cæ ®iÓn giªm sa t¹i vïng sèt rÐt l­u hµnh, kÕt qu¶ cho thÊy Se vµ Sp kh«ng cao nh­ nghiªn cøu tr­íc ®ã cña t¸c gi¶ n­íc ngoµi (n = 154, Se: 78,20%, Sp: 90,50%)  (HH Quang vµ cs, 2003), kh«ng thÓ gäi ý ®©y lµ mét test chÈn ®o¸n cã hiÖu qu¶.

Trong qu¸ tr×nh thùc hiÖn ®· béc lé mét sè vÊn ®Ò liªn quan ®Õn yÕu tè dÞch tÔ bÖnh, mét sè tr­êng hîp cã kÕt qu¶ kh«ng t­¬ng ®ång nh­ lam giªm sa (+), cã mËt ®é KST cao nh­ng kÕt qu¶ RDTs ©m tÝnh, ®iÒu nµy cã thÓ gi¶i thÝch kh¸ng nguyªn cña KST kh«ng phï hîp víi kh¸ng thÓ cµi ®Æt s½n trªn que do nhµ s¶n xuÊt, mÆt kh¸c v× sù ®a d¹ng vÒ kh¸ng nguyªn cña KST P.falciparum lµ ch­a thÓ lo¹i trõ (nh÷ng nghiªn cøu vÒ dÊu Ên di truyÒn (genetic markers) kh¸c cña P. falciparum cho thÊy lo¹i KST nµy mang nh÷ng ®Æc tÝnh rÊt ®a d¹ng. TÝnh ®a d¹ng thÓ hiÖn trªn 6 biÕn tÝnh cña enzyme; sù s¾p xÕp tr×nh tù cña ADN, c¸c lo¹i protein kh¸c nhau; c¸c quyÕt ®Þnh kh¸ng nguyªn vµ møc ®é nh¹y c¶m cña KST víi thuèc SR. Qua nghiªn cøu ph©n lËp trªn 60 mÉu P.falciparum lÊy tõ Brazil, Tanzania, Thailand, ng­êi ta kh«ng t×m thÊy mét ph©n lËp nµo gièng nhau hoµn toµn. TÝnh kh«ng ®ång nhÊt cña c¸c ph©n lËp P.falciparum  ®· ®­îc nhiÒu nhµ nghiªn cøu kh¼ng ®Þnh lµ do cã nhiÒu chØ thÞ di truyÒn (genetic marker), trong ®ã chñ yÕu lµ kh¸ng thuèc sèt rÐt. KÕt luËn hiÖn nay lµ mÆc dï P.falciparum lµ loµi duy nhÊt cã mÆt trªn nhiÒu lôc ®Þa, nh­ng cã rÊt nhiÒu ph©n lËp mang tÝnh di truyÒn kh¸c nhau ë nh÷ng vïng ®Þa lý kh¸c nhau trªn thÕ giíi. Tr­êng hîp ng­îc l¹i, lam giªm sa (-) nh­ng kÕt qu¶ RDTs (+), ®iÒu nµy cã nhiÒu kh¶ n¨ng, hoÆc tr×nh ®é ph¸t hiÖn KST cña KTV, hoÆc d­íi ng­ìng ph¸t hiÖn (undermicroscopy) cña kÝnh hiÓn vi, hoÆc do soi chØ 100 vi tr­êng ®· kÕt luËn ©m tÝnh, nÕu chóng ta ®Ò nghÞ kü thuËt viªn cè g¾ng soi l¹i 200 vi tr­êng hoÆc cã thÓ ®Õn 400 vi tr­êng th× sè ca d­¬ng tÝnh cã thÓ ph¸t hiÖn thªm, hoÆc lam chØ cã P.vivax, nhÇm chñng plasmodium, ®Æc biÖt c¸c thÓ t­ d­ìng trÎ cña P. falciparum vµ P.vivax, mét sè ca kh¸c lam chØ cã giao bµo mµ mét sè RDTs kh«ng ph¸t hiÖn ®­îc KN do giao bµo tiÕt ra. 

Trong mét vµi nghiªn cøu, c¸c t¸c gi¶ gîi ý sù tån t¹i dai d¼ng cña kh¸ng nguyªn PfHRP2 cã thÓ h÷u Ých trong viÖc gi¸m s¸t ®¸p øng ®iÒu trÞ ®èi víi thuèc sèt rÐt hoÆc dù b¸o thÊt b¹i ®iÒu trÞ (Giovanni, 1997). Mét sè nghiªn cøu thö nghiÖm chÈn ®o¸n nhanh (test Rapidmal) trong dù ®o¸n thÊt b¹i ®iÒu trÞ, kÕt qu¶ ®· cho thÊy tû lÖ d­¬ng tÝnh kÐo dµi cña thö nghiÖm chÈn ®o¸n nhanh sau ®iÒu trÞ artemisinin t¹i c¸c ngµy 7,14, 21, 28 lÇn l­ît lµ 79,5%; 49,3%; 37% vµ 20,6%. Sù tån t¹i cña PfHRP-2 sau hai tuÇn ®iÒu trÞ t­¬ng quan thuËn víi mËt ®é kÝ sinh trïng ngµy N0 (r = 0,46, p <0,001), víi thêi gian s¹ch kÝ sinh trïng (r = 0,34; p = 0,003) vµ víi nhiÖt ®é bÖnh nh©n ngµy N0 (r = 0,36; p = 0,002). Sù t­¬ng quan nµy kh«ng cã ý nghÜa thèng kª gi÷a kÕt qu¶ d­¬ng tÝnh kÐo dµi cña PfHRP2 víi sù t¸i ph¸t sau ®iÒu trÞ (r = 0,1; p = 0,27), v× vËy, kh«ng nªn sö dông chÈn ®o¸n nhanh ®Ó dù b¸o thÊt b¹i ®iÒu trÞ (Ng« ViÖt Thµnh vµ cs, 2004). Ng­îc l¹i, sù d­¬ng tÝnh kÐo dµi cña test cßn phô thuéc vµo hiÖu lùc cña thuèc ®iÒu trÞ vµ c¸c vïng dÞch tÔ kh¸c nhau. Vµ hiÖu qu¶ mang l¹i khi sö dông test tuú thuéc tuyÕn y tÕ sö dông vµ môc ®Ých sö dông.  V× nÕu chóng ta sö dông test nh­ mét ph­¬ng tiÖn chÈn ®o¸n hµng lo¹t tÊt c¶ c¸c ®èi t­îng mµ kh«ng ph¶i chØ víi ®èi t­îng “®Ých” th× hiÖu qu¶ rÊt h¹n chÕ, nªn cÇn thiÕt khi ph©n phèi sö dông th× cÇn cã sù chØ ®¹o cô thÓ cña tuyÕn trªn.

ChiÕn l­îc chÈn ®o¸n nhanh sèt rÐt cña TCYTTG

(WHO workplan for Malaria RDTs)

HiÖn t¹i cã rÊt nhiÒu s¶n phÈm vÒ test chÈn ®o¸n nhanh ®­îc sö dông trªn labo lÉn thùc ®Þa víi hiÖu qu¶ rÊt cao. Víi sè liÖu khiªm tèn hiÖn cã th× lµm thÕ nµo chóng ta gi¶i thÝch r»ng nhê nã mµ c¸c nghiªn cøu ®· lµm gi¶m ®­îc tû lÖ tö vong vµ tû lÖ bÖnh sèt rÐt. Mét vµi nghiªn cøu ®· c«ng bè hoÆc ch­a c«ng bè vµ kinh nghiÖm thùc hµnh y häc lµ mét yÕu tè quan träng gãp phÇn lªn hiÖu qu¶ cña test lµ gi¸ trÞ dù ®o¸n cña ®é chÝnh x¸c cao, nhÊt lµ n¬i cã ®iÒu kiÖn vËn chuyÓn vµ b¶o qu¶n thÝch hîp. Tæ chøc y tÕ thÕ giíi (WHO), trong sù liªn kÕt víi WHO/MAL, TDR vµ v¨n phßng T©y Th¸i B×nh D­¬ng ®ang triÓn khai vµ n©ng cao chÊt l­îng sö dông RDTs hiÖn t¹i trong Ch­¬ng tr×nh phßng chèng sèt rÐt vµ ph¸t triÓn mét sù thèng nhÊt lµ lµm thÕ nµo vµ khi nµo test chÈn ®o¸n nhanh sö dông trong t­¬ng lai. NhÊt trÝ triÓn khai liªn quan ®Õn 4 khÝa c¹nh:
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Sö dông hîp lý thö nghiÖm chÈn ®o¸n nhanh nh­ mét xÐt nghiÖm bæ sung cho xÐt nghiÖm soi lam m¸u lµ mét vÊn ®Ò h÷u Ých trong lùa chän chÈn ®o¸n sím cña c¸c Ch­¬ng tr×nh sèt rÐt hiÖn nay (bao hµm Phßng chèng sèt rÐt vµ §Èy lïi sèt rÐt). Do ®ã, ®¸nh gi¸ mét c¸ch hÖ thèng trªn nhiÒu mÆt (®é nh¹y, ®é ®Æc hiÖu, tÝnh chÝnh x¸c, hiÖu qu¶ kinh tÕ - y tÕ, kh¶ n¨ng chÊp nhËn, ®Æc biÖt khu hÖ thèng tÕ t­ nh©n, nh÷ng ¶nh h­ëng do kh¸c biÖt vÒ type kh¸ng nguyªn, kh¶ n¨ng øng dông t¹i nh÷ng vïng dÞch tÔ kh¸c nhau... ) lµ cÇn thiÕt, gióp cho Dù ¸n PCSRQG cã kÕ ho¹ch, ph©n phèi vµ ®iÒu tiÕt sö dông hîp lý (tuyÕn y tÕ nµo, n¬i cã ®iÓm kÝnh hiÓn vi, biÓu mÉu thèng kª b¸o c¸o, cïng c¸c viÖn nghiªn cøu trong n­íc sím chÕ ra s¶n phÈm nh»m gi¶m gi¸ thµnh vµ néi ®Þa ho¸ s¶n phÈm lµ mét vÇn ®Ò nªn lµm)


C¸c nhµ sèt rÐt häc ViÖt Nam còng nh­ nhµ dÞch tÔ häc vµ ®iÒu trÞ häc nghÜ sao trong sö dông hîp lý RDTs bæ sung hay hæ trî cho xÐt nghiÖm KHV t¹i bÖnh viÖn, tr¹m x¸ trong tõng vïng cã møc ®é l­u hµnh sèt rÐt kh¸c nhau- nh»m n©ng cao chÊt l­îng ®iÒu trÞ sím h¹ thÊp tû lÖ tö vong vµ tû lÖ bÖnh tËt (®Æc ®iÖt ë c¸c bÖnh viÖn lín thµnh phç vµ bÖnh viÖn tØnh víi tr×nh ®é vµ chÊt l­îng xÐt nghiÖm cña c¸c kü thuËt viªn hiÖn nay); chØ ®Þnh ®óng c¸c lo¹i thuèc SR chèng kh¸ng ®¾t tiÒn vµ phèi hîp thuèc hîp lý ë c¸c vïng d©n c­ cã nguy c¬ cao nhiÔm P.falciparum ®a kh¸ng thuèc; sö dông hîp lý vµ khoa häc c¸c lo¹i thuèc sèt rÐt víi c¸c ®Æc tÝnh d­îc lý cã hiÖu qu¶ cao nh»m gi¶m thiÓu ¸p lùc thuèc vµ lµm chËm l¹i tiÕn tr×nh kh¸ng thuèc cña P.falciparum vµ cã thÓ c¶ P.vivax trong t­¬ng lai.

C¸c test chÈn ®o¸n nhanh vµ  kÕt qu¶ nghiªn cøu

	N¨m
	T¸c gi¶
	N­íc
	Sè mÉu
	Tªn

 th­¬ng m¹i
	Target antigen
	Se (%)
	Sp (%)
	Chó ý

	1998
	Palmer et al., 
	Honduras
	96
	OptiMAL
	PLDH
	94
	100
	§¸nh gi¸ trªn P.v

	1998
	Palmer et al., 
	Honduras
	96
	OptiMAL
	PLDH
	88
	99
	§¸nh gi¸ trªn P.f

	1998
	Zhu et al., 
	Trung Quèc
	
	ICT Mal Pf
	HRP-II
	94,7
	90,3
	BÖnh nh©n ngo¹i tró

	1999 
	Birku et al.,  
	Ethiopia
	34
	RapidMal
	HRP-II
	91,2
	93,7
	3 ca ©m tÝnh cã mËt ®é KST cao. KN di loµi ?

	1999
	Quang et al., 
	ViÖt Nam
	1062
	Paracheck P.f
	HRP-II
	91,48
	89,53
	18 ©m tÝnh nh­ng M§KST cao

	2000-2003
	Quang et al., 
	ViÖt Nam
	1800
	Paracheck P.f
	HRP-II
	98
	99
	Mét sè xuÊt hiÖn v¹ch gi¶ (+)

	2001
	Quang, Jan Lee
	ViÖt Nam, Newzealand
	40 
	Uricheck
	HRP-II
	40
	21,2
	MÉu n­íc tiÓu

	2001
	Aslan
	Turkey
	81
	OptiMAL
	PLDH
	93
	100
	§¸nh gi¸ trªn P.v

	2001
	Jelinek
	§øc
	82
	ICT MalPf/Pv
	HRP-II/ Panmalaria
	76,5
	100
	§¸nh gi¸ trªn P.f

	2001
	-
	Trung Quèc
	332
	Assure test
	HRP-II
	99
	99
	§é chÝnh x¸c >99%

	2001 
	Singh
	Ên §é 
	349
	Determine Pf
	HRP-II
	91
	80
	

	2002
	H­¬ng et al.,
	ViÖt Nam
	252
	Paracheck P.f

ICT Mal Pf/Pv 
	HRP-II

HRP-II/panmalaria
	95,8

82,6
	100

100
	Test thay thÕ

	2002
	Gatti
	ý
	241
	ICT Mal Pf/Pv
	HRP-II/ panmalaria
	94,4
	94,5
	SR nhËp khÈu. Kh«ng  thay thÓ KHV

	2000
	? 
	Trung Quèc
	289
	Assure 
	HRP-II
	> 99
	> 99
	CÇn lµm nhiÒu vïng vµ sè mÉu t¨ng lªn

	2004
	Quang et al., 
	ViÖt Nam
	250
	OptiMAL
	pLDH
	90
	92,4
	 Kh¸c KQ víi t¸c gi¶ tr­íc


Gi¸ trÞ chÈn ®o¸n cã thÓ thay ®æi theo sè ca bÖnh còng nh­ gi¸ trÞ cña ph­¬ng tiÖn chÈn ®o¸n kÝnh hiÓn vi trªn mçi ca bÖnh sÏ gi¶m nÕu ®ñ sè ca khiÕn cho ng­êi KTV lu«n bËn rén. Gi¸ trÞ vÒ ®¶m b¶o chÊt l­îng ®ßi hái ph¶i ®­îc ®¸nh gi¸. HiÖu sè cost-effectiveness sÏ thay ®æi víi c«ng søc lao ®éng, tr¸ch nhiÖm kh¸c cña ng­êi soi kÝnh hiÓn vi, c¸c dÞch vô hæ trî s½n cã t¹i n¬i ®ã vµ c¸c yÕu tè thùc t¹i.
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Khi tû lÖ hiÖn m¾c bÖnh sèt rÐt ®¸ng kÓ, sù sö dông test ®Ó chÈn ®o¸n KSTSR nh­ mét ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n c¬ b¶n th× cã thÓ thiÕt lËp m« h×nh nh­ tr×nh bµy d­íi ®©y. mét m« h×nh t­¬ng tù sÏ ®­îc ¸p dông cho thùc hµnh kÝnh hiÓn vi. h×nh ¶nh cña vïng mê sÏ thay ®æi tuú theo tõng t×nh h×nh ®Þa ph­¬ng vµ c«ng t¸c thùc hµnh ®iÒu trÞ.
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Sù lùa chän test chÈn ®o¸n nhanh theo khuyÕn c¸o cña WHO/TDR 


Theo h­íng dÉn chi tiÕt cho viÖc mua, sö dông, b¶o qu¶n vµ ph©n phèi cña  RDTs, th× bao gåm h­íng dÉn sö dông(Guidelines for Use). Tr­íc khi tiÕn hµnh mét ch­¬ng tr×nh triÓn khai chÈn ®o¸n sèt rÐt dùa vµo RDTs trªn mét ph¹m vi sö dông réng, mét vµi yªu cÇu ®Æt ra:
	Sö dông RDTs trong sèt rÐt: Yªu cÇu tèi thiÓu cña ch­¬ng tr×nh
· Mua vÒ mét c¸ch cÈn thËn (RDTs h÷u Ých kh«ng? lo¹i g×?) 

· KiÓm tra ®é nh¹y tr­íc vµ trong suèt thêi gian sö dông 

· B¶o qu¶n theo d©y chuyÒn nhiÖt ®é m¸t ®Ó vËn chuyÓn ®Ðn sö dông hiÖu qu¶

· TËp huÊn KTV/ nh©n viªn y tÕ (HWs) mét c¸ch thËn träng (tèt h¬n nªn lµm quen víi b¶ng h­íng dÉn). 

· ChÝnh s¸ch qu¶n lý mét c¸ch râ rµng víi nh÷ng tr­êng hîp cho kÕt qu¶ ©m tÝnh, bao gåm cã thÓ ®· ®iÒu trÞ sèt rÐt tr­íc ®ã.

· Ng©n s¸ch thùc chi cña ch­¬ng tr×nh cã thÓ thùc hiÖn kh¶ thi vµ bÒn v÷ng 


KÕt luËn

HiÖn nay t×nh h×nh sèt rÐt viÖt Nam ®· cã ®­îc nh÷ng chuyÓn biÕn tèt - sè l­îng BNSR h»ng n¨m gi¶m so víi nh÷ng n¨m 90, tû lÖ KSTSR còng gi¶m trªn 3/4, sè l­îng ca sèt rÐt ¸c tÝnh gi¶m xuèng mÊy chôc lÇn còng nh­ sè ca tö vong còng gi¶m song song; nh­ng vÉn tån t¹i mét sù chªnh lÖch qu¸ lín gi÷a tæng sè ca bÖnh d­¬ng tÝnh KST vµ tæng sè ca nghi BNSR (bao hµm chÈn ®o¸n l©m sµng d­¬ng tÝnh vµ xÐt nghiÖm lam m¸u víi sè d­¬ng tÝnh qu¸ thÊp). Tr­íc t×nh h×nh diÔn biÕn hµng chôc n¨m nh­ vËy, kinh phÝ tËp trung cho sèt rÐt qu¸ lín cho viÖc lÊy lam m¸u hµng triÖu lam víi tû lÖ d­¬ng tÝnh KST vµi chôc ngh×n- còng nh­ sè l­îng ®­îc ®iÒu trÞ qu¸ lín so víi sè l­îng ng­êi mang kÝ sinh trïng (trong ®ã viÖc chØ ®Þnh ®iÒu trÞ víi c¸c toa thuèc chèng kh¸ng qu¸ cao so víi sè l­îng d­¬ng tÝnh P.falciparum). Nh­ng ph¸t hiÖn vµ chÈn ®o¸n ®· trë nªn dÔ dµng do kiÕn thøc l©m sµng cña thÇy thuèc l©m sµng vµ sù ra ®êi cña c¸c ph­¬ng ph¸p chÈn ®o¸n hiÖn ®¹i. VÊn ®Ò quan t©m lµ kh¶ n¨ng vÒ nh©n lùc, vËt lùc vµ hÖ thèng y tÕ c¬ së cÇn thiÕt. Mét nghÞch lý lµ trong khi bÖnh SR phæ biÕn c¸c n­íc nhiÖt ®íi vµ cËn nhiÖt ®íi, quèc gia chËm ph¸t triÓn hay ®ang ph¸t triÓn, nguån ng©n s¸ch ®Çu t­ cho c¸c Ch­¬ng tr×nh, Dù ¸n quèc gia PCSR cã nh÷ng h¹n chÕ nhÊt ®Þnh, c«ng t¸c ph¸t hiÖn vµ qu¶n lý ca bÖnh chñ yÕu dùa vµo hÖ thèng y tÕ víi m¹ng l­íi ®iÓm KHV lµ chñ yÕu; th× nh÷ng kü thuËt chÈn ®o¸n ®¾t tiÒn, ®Æc biÖt kü thuËt lai t¹o DNA vµ PCR, ®­îc giíi thiÖu vµ ¸p dông ë c¸c n­íc tiªn tiÕn chØ nh»m môc ®Ých nghiªn cøu. Do ®ã, xem xÐt kh¶ n¨ng vÒ c¬ së vËt chÊt, hiÖu qu¶ kinh tÕ, yÕu tè con ng­êi... nh»m øng dông cã chän läc vµ hiÖu qu¶ c¸c kü thuËt míi trong c«ng t¸c chÈn ®o¸n sím vµ ®iÒu trÞ kÞp thêi lµ rÊt cÇn thiÕt. /.
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