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LỜI CAM ĐOAN 

 

Sau thời gian học tập và thực hiện đề tài nghiên cứu, tôi đã hoàn thành 

chương trình học tập theo quy định cho nghiên cứu sinh và hoàn thành Luận án tiến 

sĩ với đề tài: “Muỗi cát (Diptera: Psychodidae) và thực trạng nhiễm Flavivirus, 

Leishmania tại 6 tỉnh miền Bắc Việt Nam”. 

Tôi xin cam đoan đây là công trình nghiên cứu do tôi thực hiện dưới sự 
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cát ở vùng sâu vùng xa miền Bắc Việt Nam và nguy cơ lây truyền Leishmania sang 

người” được tài trợ bởi quỹ Nafosted, mã số 106-YS.05-2015.42. Các số liệu, kết 

quả nêu trong luận án là trung thực và chưa từng được công bố trong bất kỳ công 
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Tôi xin hoàn toàn chịu trách nhiệm với những cam kết của mình cũng như 

nội dung luận án. 
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Trần Hải Sơn 

 
 
 
 
 



ii 

 

LỜI CẢM ƠN 

  

Với lòng biết ơn sâu sắc, tôi xin trân trọng cảm ơn GS.TS. Vũ Sinh Nam -

nguyên Phó Cục trưởng Cục Y tế dự phòng, Bộ Y tế, TS. Trần Vũ Phong - Trưởng 

khoa Côn trùng và Động vật Y học, PGS.TS Nguyễn Lê Khánh Hằng - Phó Trưởng 

khoa Vi rút, Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương là những người Thầy/Cô đã tận tình 

hướng dẫn, giúp đỡ, động viên tôi trong suốt quá trình học tập, xây dựng đề cương, 

thu thập, phân tích số liệu, viết báo cáo và hoàn thiện luận án. 

Tôi xin bày tỏ lòng biết ơn sâu sắc tới Ban lãnh đạo Viện Vệ sinh dịch tễ 

Trung ương, Khoa Côn trùng và Động vật Y học, Khoa Virus, Trung tâm Đào tạo 

và Quản lý Khoa học - Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương đã hỗ trợ, tạo mọi điều 

kiện thuận lợi, giúp đỡ tôi trong suốt quá trình học tập triển khai nghiên cứu trên 

thực địa, trong phòng thí nghiệm và hoàn thiện luận án. 

Tôi xin chân thành cảm ơn Lãnh đạo Sở Y tế, Lãnh đạo và cán bộ Trung tâm 

Kiểm soát bệnh tật thuộc 6 tỉnh: Lào Cai, Sơn La, Hà Giang, Lạng Sơn, Ninh Bình 

và Quảng Ninh đã hỗ trợ, giúp đỡ tôi trong quá trình tổ chức triển khai, thu thập số 

liệu, luôn tạo điều kiện tốt nhất trong suốt quá trình nghiên cứu, hoàn thiện luận án. 

Tôi xin gửi lời cảm ơn chân thành tới Bộ Khoa học Công nghệ - Quỹ 

Nafosted đã hỗ trợ tài chính cho nghiên cứu này. 

Tôi xin được tri ân những tình cảm vô bờ của bà, bố mẹ, vợ con tôi và các 

bạn bè, đồng nghiệp đã giúp đỡ và động viên tôi trong những ngày tháng học tập và 

nghiên cứu. 

Hà Nội, ngày …. tháng …. năm 2024 

Nghiên cứu sinh 

 

 

Trần Hải Sơn 
  



iii 

 

MỤC LỤC 
Lời cam đoan ............................................................................................................... i 

Lời cảm ơn ................................................................................................................. ii 

Mục lục ....................................................................................................................... ii 

Danh mục bảng ......................................................................................................... vii 

Danh mục hình ........................................................................................................ viii 

Danh mục một số từ viết tắt ....................................................................................... x 

Đặt vấn đề ................................................................................................................. 1 

Chương 1. Tổng quan tài liệu .................................................................................. 3 

1.1.   Muỗi cát và một số đặc điểm dịch tễ ............................................................. 3 

1.1.1.  Bậc phân loại của muỗi cát ........................................................................... 3 

1.1.2.  Sinh học, sinh thái và phân bố của muỗi cát ................................................. 6 

1.1.3.  Các loài muỗi cát ở Việt Nam ..................................................................... 10 

1.1.4.  Vai trò của muỗi cát trong việc truyền Leishmania .................................... 11 

1.1.5.  Tỷ lệ nhiễm Flavivirus của muỗi cát trong các nghiên cứu ........................ 14 

1.2.  Flavivirus và một số đặc điểm dịch tễ ................................................................... 17 

1.2.1.   Đặc điểm chung của virút nhóm Flavivirus ................................................ 17 

1.2.2.  Sự nhân lên của vi rút thuộc nhóm Flavivirus ............................................ 20 

1.2.3.  Đặc tính kháng nguyên  ............................................................................... 21 

1.2.4.  Phương pháp chẩn đoán Flavivirus trong phòng thí nghiệm ...................... 22 

1.2.5.  Bệnh do Flavivirus lây truyền qua véc tơ đang lưu hành ở Việt Nam ................ 24 

1.3.   Leishmania và một số đặc điểm dịch tễ ...................................................... 27 

1.3.1.  Bậc phân loại của Leishmania ..................................................................... 27 

1.3.2.  Ký sinh trùng Leishmania và chu kỳ sống .................................................. 28 

1.3.3.  Đặc điểm bộ gen của Leishmania ............................................................... 30 

1.3.4.  Phương pháp chẩn đoán Leishmania trong phòng thí nghiệm .................... 37 

1.3.5.  Bệnh do Leishmania và một số đặc điểm dịch tễ ........................................ 42 

1.3.6.  Đặc điểm lâm sàng, điều trị và phòng ngừa ................................................ 46 

Chương 2. Phương pháp nghiên cứu .................................................................... 48 



iv 

 

2.1.  Phương pháp nghiên cứu mục tiêu 1 ........................................................... 49 

2.1.1.  Địa điểm nghiên cứu ................................................................................... 49 

2.1.2.  Đối tượng nghiên cứu .................................................................................. 49 

2.1.3.  Thời gian thu mẫu ....................................................................................... 49 

2.1.4.  Thiết kế nghiên cứu ..................................................................................... 49 

2.1.5.  Cỡ mẫu ........................................................................................................ 49 

2.1.6.  Phương pháp thu thập muỗi cát tại các sinh cảnh khác nhau ...................... 49 

2.1.7.  Phương pháp làm tiêu bản ........................................................................... 51 

2.1.8.  Phương pháp định loại muỗi ....................................................................... 52 

2.1.9.  Các chỉ số đầu ra trong nghiên cứu ............................................................. 52 

2.1.10.  Nhập liệu và phân tích ................................................................................. 52 

2.2.   Phương pháp nghiên cứu mục tiêu 2 ........................................................... 52 

2.2.1.  Địa điểm nghiên cứu ................................................................................... 52 

2.2.2.  Đối tượng nghiên cứu .................................................................................. 52 

2.2.3.  Thiết kế nghiên cứu ..................................................................................... 52 

2.2.4.  Cỡ mẫu ......................................................................................................... 52 

2.2.5.  Sinh phẩm và trang thiết bị ......................................................................... 53 

2.2.6.  Xác định/định danh Flavivirus bằng kỹ thuật RT-PCR .............................. 54 

2.2.7.  Giải trình tự gen bằng phương pháp Sanger ............................................... 57 

2.2.8.  Nhập liệu và phân tích ................................................................................. 58 

2.3.   Phương pháp nghiên cứu mục tiêu 3 ........................................................... 58 

2.3.1.  Địa điểm nghiên cứu ................................................................................... 59 

2.3.2.  Đối tượng nghiên cứu .................................................................................. 59 

2.3.3.  Thiết kế nghiên cứu ..................................................................................... 59 

2.3.4.  Cỡ mẫu. ....................................................................................................... 59 

2.3.5.  Sinh phẩm và trang thiết bị ......................................................................... 59 

2.3.6.  Phản ứng Nested PCR ................................................................................. 59 

2.3.7.  Phương pháp giải trình tự gen NGS (Next generation sequencing) ............ 60 

2.3.8. Phân tích bữa ăn máu .................................................................................. 67 

2.3.9.  Nhập liệu và phân tích ................................................................................. 67 



v 

 

Chương 3. Kết quả nghiên cứu ............................................................................. 68 

3.1.  Thành phần loài và một số đặc điểm phân bố của muỗi cát tại 6 tỉnh 

miền bắc việt nam, 2016-2018 .................................................................... 68 

3.1.1.  Thành phần loài muỗi cát theo giống, mật độ và độ phong phú ................. 68 

3.1.2.  Phân bố muỗi cát theo tỉnh .......................................................................... 71 

3.1.3.  Phân bố muỗi cát theo sinh cảnh đặt bẫy .................................................... 75 

3.1.4.  Phân bố muỗi cát cái tại 6 tỉnh miền núi phía Bắc Việt Nam, 2016 ........... 78 

3.2.   Thực trạng nhiễm Flavivirus ở muỗi cát tại địa điểm nghiên cứu .............. 79 

3.2.1  Sàng lọc Flavivirus trên muỗi cát cái .......................................................... 79 

3.2.2.  Xác định Flavivirus bằng phương pháp giải trình tự gen Sanger ............... 81 

3.2.3.  Một số đặc điểm Flavivirus trên các loài muỗi cát cái ................................ 82 

3.3.   Thực trạng nhiễm Leishmania ở muỗi cát tại địa điểm nghiên cứu ............ 83 

3.3.1.  Sàng lọc Leishmania bằng phương pháp Nested-PCR ............................... 83 

3.3.2.  Xác định Leishmania bằng phương pháp giải trình tự gen NGS ................ 85 

3.3.3.  Một số đặc điểm của Leishmania trên quần thể muỗi cát ........................... 93 

Chương 4. Bàn luận ................................................................................................ 94 

4.1.   Thành phần loài và một số đặc điểm sinh học sinh của muỗi cát tại 6 

tỉnh miền núi phía Bắc Việt Nam, 2016-2018 ............................................ 94 

4.1.1.  Định loài muỗi cát ở Việt Nam bằng các đặc điểm hình thái ..................... 94 

4.1.2.  Sinh học sinh thái và sinh cảnh của muỗi cát ở các tỉnh điều tra .............. 102 

4.2.  Thực trạng nhiễm Flavivirus ở muỗi cát tại địa điểm nghiên cứu ..... 103 

4.2.1.  Xác định Flavivirus trên muỗi cát  ................................................. 103 

4.2.2.  Tỷ lệ nhiễm Flavivirus trên muỗi cát ........................................................ 105 

4.2.3.  Một số đặc điểm của Flavivirus trên các loài muỗi cát cái ....................... 106 

4.3.  Thực trạng nhiễm Leishmania ở muỗi cát tại địa điểm nghiên cứu và 

nguy cơ lây truyền sang người .................................................................. 107 

4.3.1.  Leishmania xác định được tại Quảng Ninh ............................................... 107 

4.3.2. Leishmania xác định được tại Sơn La ....................................................... 110 

4.3.3.  Leishmania xác định được tại Ninh Bình .................................................. 112 

Kết luận ................................................................................................................. 113 



vi 

 

Khuyến nghị .......................................................................................................... 115 

Danh mục các bài báo đã công bố .......................................................................... 116 

Tài liệu tham khảo .................................................................................................. 119 

Phụ lục  ....................................................................................................................... 1 

Phụ lục 01: Phiếu thu thập thông tin sinh cảnh đặt bẫy muỗi cát .............................. 1 

Phụ lục 02: Hình ảnh chụp tiêu bản muỗi cát .......................................................... 19 

 



vii 

 

DANH MỤC BẢNG 

Bảng 1.1.  Các phương pháp xét nghiệm chẩn đoán vi rút nhóm flavivirus  ................. 22 

Bảng 1.2.  Bảng tổng hợp các phương pháp xác định và chẩn đoán leishmania . ......... 39 

Bảng 3.1.  Số lượng, giới tính, mật độ và độ phong phú của muỗi cát theo loài tại 6 tỉnh 

miền núi phía Bắc Việt Nam, 2016 ................................................................ 69 

Bảng 3.2.  Số lượng muỗi cát, độ phong phú, mật độ và số lượng loài theo tỉnh .......... 73 

Bảng 3.3.  Số lượng muỗi cát, độ phong phú, mật độ và số lượng loài theo sinh cảnh 76 

Bảng 3.4.  Thông tin mẫu nghi nhiễm flavivirus trên quần thể muỗi cát ....................... 82 

Bảng 3.5.  Mẫu nghi nhiễm leishmania bằng phương pháp Nested-PCR (n=20) ......... 85 

Bảng 3.6.  Kết quả blast các trình tự thu được bằng phương pháp NGS lên cơ sở dữ 

liệu NCBI ......................................................................................................... 86 

Bảng 3.7.  Kết quả phân tích các mẫu có trình tự có sự tương đồng với  leishmania 

bằng phương pháp NGS .................................................................................. 87 

Bảng 3.8.  So sánh các trình tự trong mẫu leishmania ở Ninh Bình - 

Vietnam/NB28062006 .................................................................................... 88 

Bảng 3.9.  So sánh các trình tự trong mẫu leishmania ở Sơn La - Vietnam/ 

SL210102016 ................................................................................................... 89 

Bảng 3.10.  Thông tin mẫu leishmania trên quần thể muỗi cát (n=3) .............................. 93 
 
 



viii 

 

DANH MỤC HÌNH 

Hình 1.1.  Bậc phân loại từ bộ tới phân giống của muỗi cát  ........................................... 6 

Hình 1.2.  Hình thái các pha trong vòng đời của muỗi cát  .............................................. 7 

Hình 1.3.  Các địa điểm xuất hiện muỗi cát tại miền bắc Việt Nam năm 1935  .......... 10 

Hình 1.4.  Sự phát triển của leishmania trong đường tiêu hóa của muỗi cát  ................ 12 

Hình 1.5.  Cây chủng loại phát sinh của nhóm flavivirus  ..................................... 14 

Hình 1.6.  West Nile Virus Koutango lineage (PM148 sandfly MN057643.1) phân 

lập từ muỗi cát tại Niger, 2016  ............................................................ 15 

Hình 1.7.  Chủng flavivirus (MN090154 - Dreznica) phân lập từ muỗi cát tại 

Bosnia và Herzegovina, 2020  .............................................................. 16 

Hình 1.8.  Phân nhóm họ Flaviviridae trong cây phát sinh loài ..................................... 17 

Hình 1.9.  Mô hình cấu trúc gen của vi rút thuộc nhóm flavivirus  ............................... 19 

Hình 1.10.   Cấu trúc sợi đơn RNA của flavivirus  ................................................... 19 

Hình 1.11.  Phân bố của các típ huyết thanh Dengue lưu hành ở Việt Nam  .................. 25 

Hình 1.12.  a. Leishmania trong đại thực bào, b: Leishmanias infantum trong đại thực 

bào bị phá huỷ, nhuộm Giemsa vết bôi tuỷ xương  ....................................... 28 

Hình 1.13.  Bản đồ phân bố của 21 loài leishmania gây bệnh cho người  ....................... 28 

Hình 1.14.  Dạng promastigotes và amastigotes nhuộm Giemsa vật kính 100  .............. 29 

Hình 1.15.  Vòng đời của Leishmania infantum  .............................................................. 30 

Hình 1.16.  Bản đồ di truyền gen rDNA (nằm trong nhiễm sắc thể số 27) với độ dài 

đoạn tương ứng ở các loài leishmania  ........................................................... 32 

Hình 1.17.  kDNA maxicircle, các gen thành phần và độ dài đoạn ở 5 loài leishmania: L. 

major, L. donovani, L. amazonensis, L. braziliensis và L. tarentolae . ........ 36 

Hình 1.18.  kDNA minicircle của các loài leishmania và các mảnh thành phần của nó. 

CSB: Khối trình tự bảo tồn . ........................................................................... 37 

Hình 1.19.  Bệnh do Leishmania được tổng hợp tại Trung Quốc 2004-2010  ................ 44 

Hình 1.20.  Bệnh do Leishmania được tổng hợp tại Thái Lan 2004-2010  ..................... 44 

Hình 1.21.  Bệnh do Leishmania được báo cáo tại Việt Nam  ......................................... 45 

Hình 2.1.  Quy trình giải trình tự gen NGS với mẫu dương tính với nhóm leishmania61 

Hình 2.2.  Đo nồng độ DNA bằng Qubit ......................................................................... 62 



ix 

 

Hình 3.1.  Các điểm thu thập và thành phần loài muỗi cát ở 6 tỉnh miền Bắc Việt Nam, 

2016 .................................................................................................................. 72 

Hình 3.2.  Sự phân bố muỗi cát cái tại 6 tỉnh nghiên cứu, 2016 .................................... 79 

Hình 3.3.  Kết quả RT-PCR sàng lọc flavivirus trên muỗi cát cái ................................. 80 

Hình 3.4.  Tỷ lệ sàng lọc flavivirus trên muỗi cát cái ..................................................... 81 

Hình 3.5.  Kết quả định loài flavivirus trên web https://www.rivm.nl ........................... 82 

Hình 3.6.  Kết quả Nested-PCR sàng lọc leishmania trên muỗi cát cái ......................... 84 

Hình 3.7.  Cây chủng loại phát sinh trên gen kDNA minicircle của mẫu thu thập tại 

Ninh Bình (Vietnam/NB28062006). .............................................................. 87 

Hình 3.8.  Cây chủng loại phát sinh trên gen kDNA minicircle của mẫu thu thập 

tại Sơn La (Vietnam/SL210102016). .................................................... 88 

Hình 3.9.  Cây chủng loại phát sinh gen trên NST 27 của mẫu thu thập tại Quảng 

Ninh (Vietnam/QN01062016). ............................................................. 90 

Hình 3.10.  So sánh trình tự mẫu thu thập tại Quảng Ninh (Vietnam/QN01062016) với 

chủng L. donovani CP022642.1 ..................................................................... 91 

Hình 3.11.  So sánh trình tự mẫu thu thập tại Quảng Ninh (Vietnam/QN01062016)  

với chủng L. infantum LR812960.1 ...................................................... 92 

Hình 4.1.  Khoá định loại vắn tắt bằng hình ảnh muỗi cát cái tại Việt Nam ................. 95 

Hình 4.2.  Hình ảnh phần đầu, bụng và phần phụ sinh dục của Ph. yunshengensis cái. .... 97 

Hình 4.3.  Hình thái hàm của các con cái ............................................................ 100 

Hình 4.4.  Các trình tự khuếch đại bằng mồi cFD2 và FS778 của flavivirus . ............ 104 

Hình 4.5.  Sự phân bố địa lý của véc tơ muỗi cát trên thế giới theo các loài leishmania 

và ổ chứa động vật ở Cựu và Tân Thế giới . ................................................ 111 
 
 
 



x 

 

DANH MỤC MỘT SỐ TỪ VIẾT TẮT 

STT Chữ viết tắt Nghĩa tiếng Anh Nghĩa tiếng Việt 

1 AIDS 
Acquired Immuno Deficiency 

Syndrom  

Hội chứng suy giảm miễn dịch 

mắc phải 

2 RNA Ribonucleic acid Axit ribonucleic 

3 AVL 
Anthroponotic visceral 

Leishmaniasis  

Bệnh do Leishmania nội tạng 

nguồn lây  

từ con người 

4 CAP Capsid Vỏ bọc 

5 CHIKV Chikungunya virus Vi rút Chikungunya 

6 CL Cutaneous Leishmaniasis  Bệnh do Leishmanias ở da 

7 COI Cytochrome oxidase subunit I 
Tiểu đơn vị chính của phức hợp 

Cytochrome oxidase 

8 CS Cyclization Sequence  Trình tự tuần hoàn 

9 DCS-PK 5′CS pseudoknot  Cấu trúc DCS-PK 

10 DENV Dengue virus  Vi rút Dengue 

11 DHF Dengue Hemorrhagic Fever  Sốt xuất huyết Dengue 

12 DNA Deoxyribonucleic acid Axit deoxyribonucleic  

13 ETS External transcribed spacer  Bộ đệm phiên mã ngoài 

14 HCVNC  Hội chứng viêm não cấp 

15 HIV Human Immunodeficiency Virus  
Vi rút gây suy giảm miễn dịch ở 

người 

16 IGS 
Immuno-chromatography 

technology  
Kỹ thuật IGS 

17 ITS Internal transcribed spacer  Bộ đệm phiên mã trong 

18 kDNA DNA kinetoplast  DNA ty thể 

19 MCL Mucocutaneous Leishmaniasis   
Bệnh do Leishmania niêm mạc 

và da 
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20 MLMT Multilocus microsatellite typing  Kỹ thuật MLMT 

21 MLST Multilocus sequence typing  Kỹ thuật MLST 

22 NTS Nontranscribed spacer  Bộ đệm không phiên mã 

23 OC-PCR Oligochromatography-PCR Kỹ thuật OC-PCR 

24 PCR Polymerase Chain Reaction  Phản ứng chuỗi khuếch đại  

25 PCR-RFLP 
Restriction fragment length 

polymorphism – PCR 

Kỹ thuật nghiên cứu tính đa hình 

chiều  

dài các đoạn giới hạn 

26 PKDL 
Post Kala azar Dermal 

Leishmaniasis  
Bệnh do Leishmania nội tạng 

27 rDNA Ribosome DNA DNA ribosome 

28 rRNA Ribosome RNA RNA ribosome 

29 SLA Stem-loop A Vòng kẹp tóc A 

30 SLB Stem-loop B Vòng kẹp tóc B 

31 SXHD  Sốt xuất huyết Dengue 

32 TCYTTG   Tổ chức Y tế thế giới 

33 UTR Untranslated regions  Vùng không dịch mã 

34 VL Visceral Leishmaniasis  Bệnh do Leishmania nội tạng 

35 VNNB  Viêm não Nhật Bản 

36 VNVR  Viêm não vi rút 

37 VR Variable Regions  Vùng biến đổi 

38 YFV Yellow fever virus Vi rút sốt vàng 

39 ZIKV Zika virus Vi rút Zika 
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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Muỗi cát là những động vật chân đốt thuộc lớp côn trùng, bộ hai cánh, họ 

Psychodidae và phân họ Phlebotominae [16, 85]. Chúng hút máu người và động vật 

đồng thời truyền các tác nhân gây bệnh như vi rút và ký sinh trùng. Chúng từ lâu đã 

được biết đến với vai trò là các véc tơ truyền Leishmania và các tác nhân truyền 

bệnh khác cho con người và động vật.  

Muỗi cát là véc tơ chính truyền bệnh do Leishmania gây ra, bệnh lưu 

hành ở hơn 98 quốc gia với 350 triệu người có nguy cơ mắc và trên 2 triệu ca 

bệnh mới hàng năm [117].  

Vai trò truyền Flavivirus của muỗi cát còn chưa rõ ràng mặc dù đã có một số 

bằng chứng về Flavivirus hay RNA của Flavivirus có liên quan đến muỗi cát như vi 

rút Saboya được phân lập từ muỗi cát ở Senegal (1991-1992), hai trình tự Flavivirus 

đã được phát hiện ở muỗi cát Phlebotomus perniciosus ở Algeria (2007), Ecuador 

Paraiso Escondido virus - EPEV ở Ecuador (2011) hay vi rút  West Nile tại Niger 

(2016). RNA Flavivirus cũng đã được phát hiện ở muỗi cát Phlebotomine từ Bồ 

Đào Nha [38, 45, 63, 71, 78].  

 Ở Việt Nam, muỗi cát lần đầu được ghi nhận vào năm 1935, và kể từ đó cho 

tới nay đã ghi nhận được 12 loài muỗi cát phân bố từ Bắc tới Nam [20, 24, 100]. 

Trong đó có loài Ph. argentipes là véc tơ truyền ký sinh trùng Leishmania donovani 

gây các bệnh do Leishmania thể nội tạng ở người như Anthroponotic Visceral 

Leishmaniasis (AVL) và Post Kala azar Dermal Leishmaniasis (PKDL) [182]. Đồng 

thời với sự có mặt của véc tơ, các trường hợp bệnh liên quan đến ký sinh trùng 

Leishmania cũng xuất hiện ở Việt Nam [6, 12]. Gần đây nhất vào tháng 7/2018, 

bệnh viện Đa khoa Huế báo cáo một bệnh nhân ở Quảng Bình nhiễm Leishmania, 

đồng nhiễm HIV từ năm 2016. Bệnh nhân có các triệu chứng sốt cao, suy dinh 

dưỡng, khó chịu ở bụng, tiêu chảy, viêm phổi, gan và lách to sau khi được điều trị 

và đã hồi phục, hiện nay bệnh nhân vẫn khỏe mạnh [132].  



2 

 

Tại Việt Nam, việc giám sát các trường hợp bệnh do Leishmania chưa được 

thực hiện một cách hệ thống, số mắc được ghi nhận đơn lẻ tại các bệnh viện, thiếu 

các kỹ thuật cần thiết để xét nghiệm Leishmania. Trong báo cáo về ca bệnh ở Việt Nam, 

các tác nhân được xác định bằng phương pháp nhuộm Giemsa, một số khác được xác 

định định tính bằng phương pháp PCR, tuy nhiên các phương pháp này chưa đủ để xác 

định loài Leishmania gây bệnh. Các nghiên cứu về Leishmania và muỗi cát ở Việt Nam 

hiện nay chưa có sự tham gia của các nhà khoa học bản địa và các thông tin mới không 

được cập nhật kể từ thế kỷ 19. Trong khi các ca bệnh do Leishmania đang trở lại thành 

một trong các bệnh nhiệt đới mới nổi có thể gây thành dịch với gánh nặng về y tế, vì vậy 

Tổ chức Y tế thế giới đã kêu gọi các nước cần phải kiểm soát và ngăn chặn kịp thời 

[184]. 

Mặt khác, tại các tỉnh ghi nhận sự có mặt của muỗi cát thì các ca bệnh do véc 

tơ truyền với tác nhân là vi rút thuộc nhóm Flavivirus như viêm não Nhật bản 

(VNNB), sốt xuất huyết Dengue (SXHD) đang ngày càng gia tăng, điển hình ở các 

tỉnh miền núi phía Bắc, đặc biệt là Sơn La [4]. Trong năm 2014, tại tỉnh Sơn La ghi 

nhận vụ dịch viêm não vi rút (VNVR) quy mô lớn kéo dài từ tháng 6 đến tháng 9 

với 164 ca mắc, trong đó 21 ca tử vong [9]. Các năm gần đây, khu vực miền núi 

như Hát Lót, Sơn La cũng liên tục ghi nhận các ổ dịch SXHD từ vài chục đến vài 

trăm trường hợp mắc[10]. Trong khi đó, một số nghiên cứu trên thế giới chỉ ra rằng 

có sự hiện diện của Flavivirus trong các con muỗi cát cái [33, 43, 71, 78]. 

Chúng tôi đã thực hiện nghiên cứu "Thành phần loài, phân bố của Muỗi 

cát (diptera: psychodidae) và thực trạng nhiễm Flavivirus và Leishmania tại 6 

tỉnh miền Bắc Việt Nam " với 3 mục tiêu: 

1) Xác định thành phần loài và một số đặc điểm phân bố của muỗi cát tại 6 tỉnh 

miền Bắc Việt Nam, 2016-2018.  

2) Mô tả thực trạng nhiễm Flavivirus ở muỗi cát tại địa điểm nghiên cứu. 

3) Mô tả thực trạng nhiễm Leishmania ở muỗi cát tại địa điểm nghiên cứu. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. MUỖI CÁT VÀ MỘT SỐ ĐẶC ĐIỂM DỊCH TỄ  

1.1.1. Bậc phân loại của muỗi cát 

Trong số hơn 800 loài muỗi cát đã được công nhận, khoảng 464 loài được 

tìm thấy ở Tân thế giới (New World) và 375 loài ở Cổ thế giới (Old World) [18, 

155]. Việc sắp xếp bậc phân loại các loài muỗi cát ở cả Cổ và Tân thế giới trong 

giai đoạn trước thế kỷ 18 chủ yếu dựa trên xác định các đặc điểm cơ thể tương đồng 

giữa các bậc phân loại và phân bậc hơn là vì phân tích chủng loại phát sinh kiểu tổ 

tiên - hậu duệ. Cách tiếp cận này đã dẫn đến sự gia tăng các lớp phân loại, đặc biệt 

là ở các phân nhánh, nhưng lại đơn giản hóa và gộp các bậc phân loại cao hơn vào 

trong loài [29].  

Xem xét các hệ thống phân loại thì với các bậc phân loại từ Họ trở lên thì 

muỗi cát được thống nhất sắp xếp vào: 

• Ngành: Chân khớp (Arthropoda),  

• Lớp: Côn trùng (Insecta),  

• Bộ: Hai cánh (Diptera),  

• Phân bộ Nematocera,  

• Họ: Psychodidae,  

• Phân họ: Phlebotominae (Bigot 1854, K.KertÉsz 1903) [16, 85].  

Đối với các bậc phân loại dưới Họ thì có một vài quan điểm khác biệt, các 

quan điểm này khác nhau chủ yếu do phân chia vùng nghiên cứu trong các giai 

đoạn lịch sử và sau đó không có tên gọi thống nhất cho các bậc phân loại giống và 

loài. Ban đầu, các nghiên cứu về phân loại muỗi cát phân họ Phlebotomine chỉ dựa 

trên các khía cạnh hình thái của các mẫu vật. Tuy nhiên, gần đây với sự ra đời của 

một số phương pháp mới như phân tích nhiễm sắc thể, phép đo hình thái đa biến, 

nuôi và nhân dòng trong phòng thí nghiệm, isoenzyme, phân tích phân tử và phát 

sinh loài giúp các hiểu biết về muỗi cát đã tăng lên. Những tiến bộ này giúp việc 

xác định và phân loại muỗi cát tốt hơn và giúp làm rõ các đặc  điểm khác biệt trong 
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các nhóm phân loại và trong quần thể muỗi cát. Một phần lớn tài liệu liên quan đến 

định loại muỗi cát đề cập đến sự phân loại chung và mối quan hệ của chúng với các 

nhóm khác [18, 98, 181, 187] cũng như phát sinh loài của họ Psychodidae, dựa trên 

hóa thạch côn trùng [74], sự tiến hóa của muỗi cát [98], phân tích chủng loại phát 

sinh loài của loài [144], hệ thống phân tử và mối quan hệ phát sinh loài sử dụng 

phân tích hệ gen [36]. Nhiều hệ thống phân loại cho muỗi cát đã được đề xuất kể từ 

thời Newstead 1911, bao gồm các hệ thống phân loại của Abonnenc, Davidson, 

Fairchild, Leng, Lewis, Quate và Theodor. Tuy nhiên, đến nay vẫn không có thống 

nhất chung nào liên quan đến việc xếp hạng các đơn vị phân loại cấp trên loài. 

Lịch sử của phân loại muỗi cát có thể được chia thành hai thời kỳ riêng biệt. 

Trong thời kỳ đầu tiên, các đơn vị phân loại được phân biệt dựa trên việc phân tích 

các cấu trúc nhất định bên ngoài (cấu trúc của cơ quan sinh dục nam, các chỉ số gân 

cánh và các phép đo bên ngoài khác, được gọi là phlebotometry). Trong thời kỳ thứ 

hai, việc mô tả các cấu trúc bên trong như ống sinh tinh, hàm và yết hầu đã được sử 

dụng [131]. Dựa trên sự phân loại được thực hiện bởi Theodor [173], Lewis và cộng 

sự [102] đã đề xuất chia nhỏ phân họ muỗi cát Phlebotomine thành hai giống cho 

các loài Cổ thế giới là Phlebotomus (Rondani) và Sergentomyia (França), và ba 

giống cho các loài Tân thế giới là Lutzomyia (França), Brumptomyia (França và 

Parrot) và Warileya (Hertig). Giống Chinius (Leng, 1987) thuộc một đơn vị phân 

loại riêng biệt được sử dụng cho một số loài muỗi cát ở Trung Quốc [97]. Rispail và 

Léger đã đề xuất một hệ thống phân giống và giống mới cho muỗi cát Cổ thế giới, 

dựa trên một nghiên cứu hình thái học cho thấy sự phân chia của chúng thành bảy 

giống, bao gồm Phlebotomus, Australophlebotomus, Idiophlebotomus, 

Spelaeophlebotomus, Sergentomyia, Spelaeomyia, và Chinius [144]. Ngoài phân 

loại đã đề cập, một số phân giống từ giống Phlebotomus, chẳng hạn như 

Abonnencius và Legeromyia, gần đây đã được mô tả và có thể được giữ lại cho đến 

khi một phân loại hoàn chỉnh được đề xuất cho toàn bộ giống Phlebotomus. 

Một phân loại đầu tiên được đề xuất bởi Lewis và cộng sự, sau đó được 

Young và Duncan xem xét chia muỗi cát khu vực Neotropical (vùng sinh thái trên 

cận nhiệt đới của châu Mỹ và toàn bộ vùng ôn đới Nam Mỹ) thành Lutzomyia , 



5 

 

Brumptomyia và Warileya [102, 187]. Cách phân loại này vẫn được đa số các nhà 

phân loại học về muỗi cát chấp nhận. Một hệ thống phân loại mới đã được đề xuất 

bởi Galati [18], sửa đổi cho muỗi cát ở Tân Thế Giới. Hệ thống đã công nhận 

464 loài muỗi cát khu vực Neotropical thuộc phân họ Phlebotominae, được 

nhóm thành 23 giống, 20 phân giống, ba nhóm loài và 28 chi. Phân loại này 

bao gồm việc xem xét và tổ chức lại phân họ Phlebotominae, phân họ này 

được phân loại thêm thành hai tộc, Hertigiini (Hertigiina và 

Idiophlebotomina) và Phlebotomini (Phlebotomina, Australophlebotomina, 

Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina). 

Vào năm 2014, Galati đã sửa lại ấn phẩm trước đây của mình và đề xuất một 

phiên bản phân loại mới cho phân họ muỗi cát Phlebotominae [17, 18]. Dựa trên 

phân loại này, phân họ Phlebotomine bao gồm 931 loài trong đó 916 loài hợp lệ và 

15 loài có tình trạng phân loại không chắc chắn.  

Hiện tại, một cách tiếp cận thận trọng dựa trên các tiêu chí địa lý đã dẫn đến 

việc chia nhỏ phân họ Phlebotominae thành sáu giống: ba giống từ Cổ thế giới 

(Phlebotomus [13 phân giống], Sergentomyia [10 phân giống], và Chinius [4 loài]) 

và ba giống từ Tân thế giới (Lutzomyia [26 phân giống và nhóm], Brumptomyia [24 

loài] và Warileya [6 loài])[94, 187]. Phân loại này hiện đang được sử dụng rộng rãi 

trong nghiên cứu và trong tài liệu kiểm soát các Leishmania gây bệnh trên người và 

động vật do Tổ chức Y tế thế giới (TCYTTG) ban hành năm 2010 [182]. Với các hệ 

thống phân loại hiện nay thì có thể xem xét việc phân loại muỗi cát tại Việt Nam 

theo hệ thống 3 giống của Cổ thế giới (Phlebotomus, Sergentomyia, và Chinius). 

Việc sắp xếp các phân giống và loài ở Việt Nam còn phải dựa thành phần loài cụ 

thể tại địa bàn nghiên cứu (Hình 1.1). 
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Hình 1.1. Bậc phân loại từ bộ tới phân giống của muỗi cát [29] 

 
1.1.2. Sinh học, sinh thái và phân bố của muỗi cát 

1.1.2.1. Sinh học, sinh thái 

Muỗi cát trưởng thành có màu vàng nhạt, dài khoảng 2 - 4mm, mắt to và 

đen, lưng gù, mang 2 cánh dài và nhọn hình mác. Các cánh của muỗi cát không úp 

vào thân mà luôn dựng thẳng đứng, ngay cả khi ở tư thế nghỉ. Trên cánh và thân 

mình của muỗi cát có nhiều lông tơ, chân muỗi cát dài và mảnh, bộ phận sinh dục 

của con đực rất phát triển. 
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Hình 1.2. Hình thái các pha trong vòng đời của muỗi cát [182] 

 
Muỗi cát là loài côn trùng vòng đời biến thái hoàn toàn. Trong chu kỳ phát 

triển có 4 pha riêng biệt: trứng, ấu trùng, nhộng và con trưởng thành. Trứng hình 

dài, ấu trùng có 12 đốt, đốt cuối có 2 lông dài (Hình 1.2). 

Trứng của muỗi cát sau khi đẻ từ 4 -17 ngày sẽ nở thành ấu trùng. Ấu trùng 

sống trong đất tối ẩm ăn thực vật nát vụn, ấu trùng phát triển từ tuổi I đến tuổi IV 

trong khoảng 3 - 4 tuần hoặc có thể vài tháng phụ thuộc vào nhiệt độ môi trưởng 

trước khi trở thành nhộng. Nhộng đóng ở tư thế dướn cong trên giá thể là vỏ lột của 

ấu trùng tuổi IV, sau 6 - 16 ngày nhộng trở thành muỗi cát trưởng thành. 
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Muỗi cát thường hoạt động về đêm, rất hiếm khi hoạt động ban ngày. Chỉ có 

muỗi cát cái hút máu và phần lớn là ưa hút máu động vật, tuy nhiên cũng có một số 

loài ưa thích hút máu người. Muỗi cát thường bay từng quãng ngắn là là mặt đất 30 

- 40mm và bán kính hoạt động khoảng 1,5km. Trong khi đậu nghỉ muỗi cát thường 

ẩn ở những hốc tối, trong hang chuột, dưới những tảng đá lớn. 

Nói chung, muỗi cát ưa khí hậu khô và nóng, nên ở những vùng có cát như 

sa mạc, ven biển dễ gặp muỗi cát. Một số loài muỗi cát thuộc giống Phlebotomus ưa 

thích sống trong hang động. Ở Việt Nam, muỗi cát khá phổ biến và có thể gặp ở 

nhiều sinh cảnh khác nhau. 

1.1.2.2. Phân bố của muỗi cát trên thế giới 

* Sự phân bố địa lý của các muỗi cát ở Cổ thế giới bao gồm 5 khu vực sau: 

Vùng Palaearctic: giống Phlebotomus chiếm ưu thế ở vùng Palaearctic, vì 

đây là vùng ôn đới chính của Cổ thế giới. Gần 200 loài muỗi cát thuộc nhiều phân giống 

khác nhau trong giống Phlebotomus: Adlerius, Anaphlebotomus, Euphlebotomus, 

Idiophlebotomus, Larroussius, Paraphlebotomus, Phlebotomus, Synphlebotomus và 

Transphlebotomus. Các giống Chinius và Sergentomyia cũng được thấy ở vùng 

Palaearctic bao gồm các nước Iran, Pakistan, Liên Xô cũ, Pháp, Thổ Nhĩ Kỳ, Maroc, 

Yemen, Tây Ban Nha, Tunisia, Afghanistan , Ả Rập Saudi, Iraq, Algeria, Ai Cập, Hy 

Lạp, Trung Quốc, Jordan [29]. 

Vùng Afrotropical: giống Phlebotomus (Anaphlebotomus, Larroussius, 

Paraphlebotomus, Phlebotomus, Spelaeophlebotomus và Synphlebotomus) cùng với 

giống Sergentomyia được thấy ở vùng này. Tuy nhiên một số loài thuộc giống 

Phlebotomus này lại vắng mặt ở các khu vực phía tây (Gabon, Sudan, Cộng hòa 

Trung Phi, Ethiopia, Nam Phi) [29]. 

Vùng Malagasy (Madagascar và các đảo lân cận Ấn Độ Dương): Giống 

Phlebotomus (Anaphlebotomus và Madaphlebotomus) và giống Sergentomyia hiện 

diện ở vùng này nhưng không có loài nào được báo cáo là véc tơ truyền bệnh ở 

trong khu vực [19]. 
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Khu vực Châu Á: Khoảng 122 loài muỗi cát thuộc các giống Phlebotomus, 

Chinius và Sergentomyia có mặt ở khu vực này. Khí hậu khu vực này chủ yếu là 

khô hạn ở phía tây nên khu hệ muỗi cát về cơ bản là Eremian với khí hậu khô cằn. 

Ở miền đông Ấn Độ, Phlebotomus argentipes là véc tơ truyền bệnh PKDL. Ở khu 

vực Đông Nam Á rất hiếm hoặc không có loài muỗi cát hút máu người, và dường 

như có khá ít loài ở khu vực này, ngoại trừ Philippines [95, 96, 100]. 

Khu vực Châu Úc: Muỗi cát Phlebotomine ở khu vực châu Úc có nguồn 

gốc lưỡng cực: ở phía nam có giống Phlebotomus (Australophlebotomus có 8 loài 

và Idiophlebotomus có 1 loài), ở phía bắc có giống Sergentomyia (24 loài) [101]. 

Cùng hiện của một số loài muỗi cát (Se . hoogstraali, Se . vanella) ở cả Australia và 

New Guinea ủng hộ giả thuyết bởi Schodde và Calaby liên quan đến sự phát triển 

đồng thời của khu hệ muỗi cát New Guinea cùng với loài muỗi cát phía đông Australia 

[151]. Những khu vực này, không giống như khu vực Eremian của bán cầu bắc, chỉ có 

một số loài Phlebotomus, và con người và gia súc hiếm khi bị tấn công [29]. 

*Muỗi cát ở Tân thế giới chỉ hiện diện trong 2 khu sinh thái Nearctic và 

Neotropical: 

Vùng Nearctic (Bắc Mỹ): chỉ có 14 loài, phần lớn trong số đó đến từ phân 

giống Micropygomyia nhưng năm loài bị hạn chế trong vùng sinh thái này. Khí hậu 

ôn hòa ở Nearctic không thuận lợi cho sự phát triển của muỗi cát, đặc biệt là đối với 

các giai đoạn chưa trưởng thành. Đặc điểm này ủng hộ ý kiến cho rằng loài muỗi cát có 

thể có nguồn gốc từ vùng nhiệt đới, chỉ có một số loài phân tán đến các vùng ôn đới. 

Các loài muỗi cát hiện được tìm thấy ở Bắc Mỹ có thể phát sinh từ Palaearctic hoặc từ 

Nam Mỹ trong giai đoạn khô cằn ở kỷ Đệ tam. Do đó, sự giảm hiện diện của chúng có 

thể là hậu quả của những biến động khí hậu liên tục xảy ra trong thời kỳ Đệ tứ, khiến 

nhiều loài muỗi cát bị tuyệt chủng hoặc di dời vào vùng nhiệt đới [18, 188, 189]. 

Vùng Neotropical (Nam Mỹ, Trung Mỹ và Caribe): có khoảng 450 loài 

muỗi cát được tìm thấy trong vùng sinh thái này. Trung tâm phân bố của giống 

Lutzomyia ngày nay trong Neotropics được cho là các vùng đất thấp có rừng ở phía 

đông dãy Andes. Tình trạng này có lẽ là hệ quả của các thời kỳ khô hạn xảy ra trong 

kỷ Pleistocen đã làm cô lập các quần thể đặc trưng, một số quần thể trong số đó trở 
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nên cô lập về mặt sinh sản và sinh sống ở các khu vực ẩm ướt hơn hiện diện ở phần 

phía bắc và phía tây của tiểu lục địa [144]. Số loài muỗi cát đa dạng hiện diện ở các 

khu vực ẩm ướt bao gồm nhiều loài muỗi cát hút máu người nhưng chỉ có một số 

loài ít loài trong đó là loài bản địa (Colombia, Ecuador, Costa Rica, Peru, Brazil, 

Guiana, Venezuela) [29]. 

1.1.3. Các loài muỗi cát ở Việt Nam 

Phân bố của các loài muỗi cát ở Việt Nam được Raynal và công sự công bố 

vào năm 1935, cuộc khảo sát diễn ra ở miền Bắc và miền Trung của Việt Nam ghi 

nhận sự hiện diện của muỗi cát. 224 cá thể muỗi cát của 8 loài được thu thập: Ph. 

stantoni: 9; Se. bailyi: 196; Se. barraudi: 1; Ph. sylvestris: 3; Se. hivernus: 9; Se. 

iyengari: 3; Se. morini: 2; Ph. argentipes: 1 [22]. 

 
Hình 1.3. Các địa điểm xuất hiện muỗi cát tại miền bắc Việt Nam năm 1935 [22] 

Khóa định loại muỗi cát của Lewis năm 1978 ghi nhận 10 loài muỗi cát tại 

Việt Nam, trong đó kiến nghị đổi tên loài Ph. sylvestris thành Se (Neo) perturbans. 

Trong khóa định loại này ông cũng sắp xếp các loài muỗi cát vào các giống và phân 

giống theo hệ thống định loại hình thái, cụ thể 10 loài muỗi cát của Việt Nam trong 

khóa định loại này là: Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni, Phelebotomus 
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(Euphlebotomus) argentipes, Sergentomyia (Parrotomyia) barraudi, Sergentomyia 

(Parrotomyia) brevicaulis, Sergentomyia (Neophlebotomus) iyengari, Segentomyia 

(Neophlebotomus) perturbans, Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica, 

Sergentomyia (Neophlebotomus) tonkinensis, Sergentomyia (Sergentomyia) bailyi, 

Segentomyia (Sergentomyia) morini [100]. 

Một cuộc điều tra côn trùng bằng bẫy đèn của Thai Aurélie diễn ra từ 

12/08/2002 đến ngày 02/09/2002 tại 4 địa điểm Cửa Lò (Nghệ An), Huế (Thừa 

Thiên Huế), Mũi Né (Bình Thuận) và Mỹ Thiên (Cần Thơ) ghi nhận 6 loài muỗi cát 

Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni, Sergentomyia (Neophlebotomus) iyengari, 

Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica, Sergentomyia (Sergentomyia) bailyi, 

Sergentomyia (Parrotomyia) barraudi và Sergentomyia (Grassomyia) india [24].  

Như vậy tổng hợp các cuộc điều tra côn trùng từ năm 2004 trở về trước, ở 

Việt Nam ghi nhận tổng cộng 12 loài muỗi cát. 

1.1.4. Vai trò của muỗi cát trong việc truyền Leishmania  

Thuật ngữ "đồng tiến hoá" lần đầu tiên được sử dụng để chứng minh kiểu 

quan hệ cụ thể giữa Leishmania và các loài muỗi cát ở Cổ thế giới [108]. 

Leishmania và muỗi cát đã tồn tại qua hàng triệu năm dưới áp lực chọn lọc tự nhiên 

của những thay đổi sinh thái. Mối quan hệ chặt chẽ đã được chứng minh giữa một 

số muỗi cát và loài Leishmania như L. major với Ph. papatasi. Lịch sử tiến hóa lâu 

đời này của Leishmania và muỗi cát đã dẫn đến việc chúng có chung một vùng phân 

bố. Tuy nhiên, không phải lúc nào cũng có sự phân biệt rõ ràng giữa coevolution và 

một số khái niệm khác, chẳng hạn như coassociation (nghĩa là chu trình lây truyền 

biểu hiện một dịch tễ học cảnh quan đặc biệt), tương tác (mối quan hệ phân tử và 

miễn dịch giữa muỗi cát và bề mặt bên ngoài của ký sinh trùng), hoặc véc tơ - ký 

sinh trùng hoặc đồng ký sinh [62]. Hầu hết ký sinh trùng đơn bào Leishmania phụ 

thuộc rất nhiều vào véc tơ muỗi cát có thể truyền chúng hơn là phạm vi vật chủ/ổ 

chứa của động vật có vú mà chúng có thể lây nhiễm, điều này cho thấy mối quan hệ 

gần gũi hơn với loài muỗi cát so với vật chủ là động vật có xương sống [141]. Ví 

dụ, có một mối quan hệ cụ thể giữa Ph. papatasi và L. major là do sự hiện diện của 

các thụ thể đặc hiệu ở ruột giữa [83], và hai loài này thể hiện sự giao cảm phân bố 
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mạnh mẽ. Tuy độ đặc hiệu cao của Leishmania đối với véc tơ muỗi cát của nó dường 

như bị hạn chế đối với Ph. papatasi hoặc Ph. duboscqi và Ph. sergenti. Tuy nhiên, sự 

xuất hiện của các giống lai giữa các loài Leishmania có thể làm thay đổi tính đặc hiệu và 

hiệu quả truyền tải [58, 179]. 

 
Hình 1.4. Sự phát triển của Leishmania trong đường tiêu hóa của muỗi cát 

[58]. 
 

Thụ thể đặc hiệu ở ruột giữ của muỗi cát bao gồm một biểu mô lớp đơn với 

một đường viền dạng bàn chải của các vi nhung mao lót trong lòng. Ngược lại, phần 

trước (bao gồm van tá tràng) và phần sau (bao gồm cả tam giác môn vị) được lót 

bởi kitin. Amastigotes (a) bị ăn vào cùng với máu vào bụng giữa biến đổi thành 

promastigotes procyclic (b), chúng sao chép và biến đổi thành nectomonads dài (c). 

Trong quá trình tiêu hóa máu, các ký sinh trùng được bao quanh bởi chất nền 

peritrophic (PM). Khi PM bị phá vỡ bởi các enzym của muỗi cát, các nectomonads 

dài thoát ra ngoài qua lỗ sau và gắn vào các vi nhung mao ở giữa. Giai đoạn tiếp 

theo là các nectomonads ngắn nhân lên được gọi là leptomonads (d); chúng biến đổi 

thành các chất xúc tiến siêu vòng (e) thâm nhiễm hoặc gắn vào lớp màng kitin của 

van tá tràng dưới dạng haptomonads (f). Trong giai đoạn phát triển muộn, khối 

lượng nectomonads tiết ra proteophosphoglycan dạng sợi gây tắc nghẽn đường giữa 

lồng ngực. Điều này, cùng với việc phá hủy van, làm dễ dàng sự trào ngược của ký 

sinh trùng khi muỗi cát hút máu tiếp theo. Ở phân giống viannia và sauro 
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Leishmania, các haptomonad cũng gắn vào lớp lót kitin của vùng môn vị (hình 1.4). 

Muỗi cát là véc tơ truyền Leishmania đã được chứng minh. Năm tiêu chí do 

Killick-Kendrick nêu ra được yêu cầu để xác định một loài muỗi cát cụ thể là véc 

tơ bao gồm:  

• Có những dữ liệu dịch tễ học về bệnh tương ứng  

• Có hành vi ăn máu của loài muỗi cát trên vật chủ trung gian là động vật,  

• Phân lập được các ký sinh trùng dạng promastigote từ muỗi cát 

• Có vòng đời hoàn chỉnh của ký sinh trùng trên véc tơ giả định của nó  

• Có sự lây truyền ký sinh trùng qua vết cắn của loài bị nhiễm bệnh [88].  

Kể từ những năm 1990, với việc phát minh ra kỹ thuật PCR và những tiến bộ 

trong sinh học phân tử, bằng chứng phân tử đã được thêm vào các tiêu chí đã đề cập 

và các báo cáo liên quan đến sự hiện diện DNA của Leishmania ở các loài muỗi cát 

khác nhau đã tăng lên đáng kể. Tuy nhiên, theo các tiêu chí đã đề cập ở trên, sự hiện 

diện của DNA Leishmania trong loài muỗi cát chắc chắn không được coi là tiêu chí 

đủ để xác định loài muỗi cát là vật trung gian đã được chứng minh. Các bằng chứng 

khác làm nổi bật sự hiện diện của các kDNA siêu vòng trong ruột của côn trùng cũng 

như chứng minh khả năng truyền lại Leishmania của côn trùng là những tiêu chí cần 

thiết cần được nghiên cứu để chỉ ra năng lực véc tơ của muỗi cát cái. Khoảng 166 loài 

được báo cáo là vật trung gian đã được chứng minh hoặc tiềm năng của các loài 

Leishmania khác nhau ở Tân thế giới và Cổ thế giới. Trong số các loài này, 78 loài đã 

được chứng minh là véc tơ của của Leishmania. Trong Cổ thế giới, Leishmania được 

truyền bởi loài muỗi cát thuộc giống Phlebotomus (49 loài, 31 loài được báo cáo là đã 

được chứng minh), trong khi Sauro Leishmania được truyền bởi loài muỗi cát thuộc 

giống Sergentomyia. Ở Tân thế giới, các loài Leishmania, Viannia và Endotrypanum 

được truyền bởi loài muỗi cát thuộc giống Lutzomyia (118 loài, 47 loài được báo cáo 

là đã được chứng minh). Trong số các vectơ muỗi cát nêu trên, 7 loài tham gia vào 

việc truyền tải L. major, 7 loài truyền L. tropica, 31 loài truyền  L. infantum, và 9 loài 

truyền L. donovani [29]. 
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1.1.5. Tỷ lệ nhiễm Flavivirus của muỗi cát trong các nghiên cứu 

Trên cơ sở các nghiên cứu về trung hoà vi rút, các thông tin về véc tơ nhóm 

chân đốt – động vật có xương sống, Flavivirus được chia thành 4 nhóm chính: 

Flavivirus do ve/bọ truyền/động vật có xương sống (tick-borne flaviviruses-

TBFVs), Flavivirus do muỗi/động vật có xương sống truyền (mosquito-borne 

flaviviruses -MBFVs), Flavivirus không xác định được vector (no- known-vector 

flaviviruses - NKVs) và Flavivirus gây bệnh trên người được truyền qua côn trùng 

(InsectSpecific flaviviruses - ISFs) (Hình 1.5).  

 
Hình 1.5. Cây chủng loại phát sinh của nhóm Flavivirus [43] 
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Theo Bradley J.Blitvich (2015), trong nghiên cứu tổng hợp về Flavivirus gây 

bệnh trên người được truyền qua côn trùng (ISFs), đã cho thấy có sự gia tăng đáng 

kể về số lượng các ISFs trong thời gian gần đây [43]. Trước đây, Flavivirus trên côn 

trùng ít được quan tâm do không có khả năng lây nhiễm sang các tế bào động vật có 

xương sống. Quan điểm này đã thay đổi trong những năm gần đây vì một số IFSs đã 

được chứng minh là tăng cường hoặc ngăn chặn sự sao chép của các Flavivirus 

trong các tế bào muỗi đồng nhiễm. IFSs được chia thành 2 nhóm phát sinh loài 

riêng biệt là dIFSs và cIFSs. Nhóm cIFSs có Culex Flavivirus, Aedes Flavivirus, 

QuangBinh virus…..khác biệt về mặt phát sinh loài với các Flavivirus đã biết (Hình 

1.5). Vi rút Quảng Bình ghi nhận ở trên muỗi Culex tritaeniorhyncus thu thập năm 

2002 tại Quảng Bình (Phan Thị Ngà và cộng sự - 2009) [43, 51]. 

Nghiên cứu tại Niger-Châu Phi (2021) khi thu thập muỗi cát năm 2016 đã xác 
định được 1 pool dương tính/100 pool thực hiện (10.816 muỗi cát). Vi rút  West Nile 
thuộc Koutango lineage (PM148 sandfly MN057643.1) được xác định bằng phản ứng 
miễn dịch huỳnh quang (IFA) và Realtime RT-PCR (Hình 1.6) [63, 191]. Một nghiên 
cứu khác của D.Fontenille (1994), 4 chủng vi rút Saboya (Soboya virus) thuộc 
Flavivirus, ở Senegal-Tây Phi năm 1991-1992 cũng được phát hiện ở muỗi cát phân họ 
Phlebotomine [78]. Vi rút Saboya ban đầu được phân lập từ loài chuột nhảy Tatem 
itempi ở làng Saboya ở Senegal và sau đó được xác định ở loài gặm nhấm Mastomys, 
Aivicantis nilaticus và Mus musculus và chiropters ở Cộng hòa Guinea. Nó cũng được 
phân lập từ muỗi giống Anopheles và bọ ve. 

 
Hình 1.6. West Nile Virus Koutango lineage (PM148 sandfly MN057643.1) 

phân lập từ muỗi cát tại Niger, 2016 [63] 
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Công bố của C. Alkan và cộng sự năm 2015 tìm thấy 1 chủng Falvivirus đã 

được phân lập từ pool 30 con muỗi cát cái của loài Ph. abonnenci tại Ecuador, là 1 

falvivirus mới được đặt tên là Ecuador Paraiso Escondido Virus (EPEV). Trong 

nghiên cứu này, cỡ mẫu của nghiên cứu là n=1150 và trong hơn 10 năm nghiên cứu 

tại Châu Âu, Châu Phi và Trung Đông, tác giả đã sàng lọc trên hàng ngàn con muỗi 

cát thuộc 2 giống Phlebotomus và Sergentomyia nhưng đến năm 2015 là lần đầu 

tiên tác giả phân lập được Flavivirus trên muỗi cát [33]. 

Một nghiên cứu khác của Gregory Moureau năm 2010 cũng công bố phát 

hiện RNA của Flavivirus trên muỗi cát. Trong nghiên cứu này, 1508 muỗi cát thu 

thập ở Pháp và Algeria, từ tháng 8 năm 2006 đến tháng 7 năm 2007, 2 pool con đực 

trong số 67 pool của loài Phlebotomus perniciosus này ở Algeria đã dương tính với 

Flavivirus. Hai trình tự kết quả có liên quan chặt chẽ với các Flavivirus liên quan 

đến côn trùng truyền của giống Culex. Đây là mô tả đầu tiên về các Flavivirus chỉ 

dành cho côn trùng thuộc họ Culicidae (bao gồm các giống Aedes, Culex, 

Mansonia, Anopheles), được tìm thấy trên muỗi cát thuộc họ Psychodidae.  

 

Hình 1.7. Chủng Flavivirus (MN090154 - Dreznica) phân lập từ muỗi cát tại 

Bosnia và Herzegovina, 2020 [78] 

Nghiên cứu của Mirsada Hukić năm 2020 phát hiện 1 chủng Flavivirus mới 

ở muỗi cát ở Bosnia và Herzegovina. Phương pháp sàng lọc của nghiên cứu này sử 

dụng cặp mồi Pan-Flavivirus (MAMD/cFD2) trong phản ứng RT-PCR để sàng lọc 
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Flavivirus trên các loài muỗi cát thuộc giống Phlebotomus, kết quả của nghiên cứu 

này thể hiện trong hình 1.7 [78]. Cặp mồi này được thiết kế trên gen NS5 cho phép 

khuếch đại 51 loài Flavivirus [118].  

Như vậy cho đến nay, mặc dù đã xác định được một số Flavivirus hay RNA 

Flavivirus có liên quan đến muỗi cát, nhưng số liệu còn rất hạn chế. Vi rút Saboya 

được phân lập từ muỗi cát ở Senegal (1991-1992),  hai trình tự Flavivirus đã được 

phát hiện ở loài muỗi cát Phlebotomus perniciosus ở Algeria (2007), EPEV ở 

Ecuador (2011) hay vi rút  West Nile tại Niger (2016). RNA Flavivirus cũng đã được 

phát hiện ở muỗi cát phân họ Phlebotomine từ Bồ Đào Nha. Chúng tạo thành một 

nhóm đơn ngành có liên quan chặt chẽ hơn với các Flavivirus chỉ có ở muỗi cát. 

1.2. FLAVIVIRUS VÀ MỘT SỐ ĐẶC ĐIỂM DỊCH TỄ 

1.2.1.  Đặc điểm chung của virút nhóm Flavivirus 

1.2.1.1. Phân loại  
Họ Flaviviridae bao gồm có 4 chi: Flavivirus, Hepacivius, Pestivirus và 

Pegivirus. Trong đó, chi Flavivirus trong tiếng Latin, “flavus” có nghĩa là “màu vàng” 

bởi vàng da gây bởi vi rút sốt vàng, chi này có hơn 53 thành viên trong đó có các bệnh 

do véc tơ truyền do vi rút Dengue gây sốt Dengue, sốt xuất huyết Dengue, hội chứng 

shock Dengue; vi rút gây viêm não Nhật Bản; vi rút sốt vàng gây bệnh sốt vàng da; vi 

rút Chikungunya, Kyasanur Forest disease, Murray Valley encephalitis, Omsk 

hemorrhagic fever, tick-borne encephalitis, West Nile fever, và Zika. 

 
Hình 1.8. Phân nhóm họ Flaviviridae trong cây phát sinh loài 

(Nguồn: David M.Kniper and Peter M.Howley, Field Virology, 6th edition, 2013 
https://basicmedicalkey.com/flaviviridae/#F1-25 ) 

https://basicmedicalkey.com/flaviviridae/#F1-25
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Vi rút Dengue là  thành viên của chi Flavivirus, thuộc nhóm vi rút gây bệnh 

thông qua động vật chân khớp (vector arthropode-born) bao gồm 4 típ huyết thanh 

chính (DEN-1, DEN-2, DEN-3 và DEN-4) trên cơ sở tương tác khác nhau với 

kháng thể trong huyết thanh nguời. Các típ huyết thanh có sự khác biệt về axit amin 

tại protein vỏ (E) từ 25% đến 40%, và trong mỗi típ huyết thanh cũng có sự đa dạng 

về di truyền. Tuy có những sự khác biệt về di truyền như vậy, nhưng cơ chế gây 

bệnh và biểu hiện lâm sàng của người bệnh khi nhiễm các típ huyết thanh khác nhau 

là tương tự. 

Vi rút DEN-5 gây bệnh lúc đầu được cho là DEN-4 động vật, vi rút này lưu 

hành trên loài linh trưởng và muỗi Aedes nivalis trong các rừng ở Tây nam châu Á, 

tuy nhiên, khi phân tích toàn hộ hệ gen đã cho thấy vi rút có sự khác biệt về di 

truyền với 3 kiểu vi rút DEN-4 lưu hành trên động vật đã biết và có một số điểm 

tương tự DEN-2. Hiện tại, chưa có thêm thông tin về DEN-5 và điều tra hồi cứu tại 

vụ dịch Sarawak năm 2007 cho thấy chỉ duy nhất 1 bệnh nhân nhập viện điều trị và 

được khẳng định là DEN-5, các bệnh nhân khác điều trị ngoại trú, có thể giả thuyết 

về khả năng gây bệnh nhẹ của vi rút DEN-5 và cũng là nguyên nhân chưa có nhiều 

thông tin về vi rút này.  

1.2.1.2. Đặc điểm hình thái và cấu trúc vật liệu di truyền nhóm Flavivirus 

Flavivirus có chung cấu trúc hạt, trong đó DENV và ZIKV được mô tả điển 

hình nhất. Genome DENV có dạng hình cầu có đường kính 50 nm [91]. Bên trong 

lõi của vi rút là nucleocapsid là cấu trúc của hệ gen vi rút cùng protein C. 

Nucleocapsid được bao quanh bởi màng (vỏ vi rút) là lớp lipit kép, chứa 

glycoprotein và protein có nguồn gốc từ màng sinh chất của tế bào. Chồi lên trên vỏ 

vi rút là 180 bản sao của protein M và E  tạo thành những gai trên bề mặt. Những 

protein này tạo thành một lớp bảo vệ bên ngoài, kiểm soát sự thâm nhập của vi rút 

vào tế bào người. 
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Hình 1.9. Mô hình cấu trúc gen của vi rút thuộc nhóm Flavivirus [91] 

Hệ gen của Flavivirus là một RNA sợi đơn (+) có cấu trúc CAP ở đầu 5’ and 

và đặc biệt thiếu đuôi poly-A ở đầu 3′ [76]. Bộ gen của vi rút mã hóa cho một 

polyprotein đơn, sau khi được phiên mã bởi các protease của vi rút và vật chủ, tạo 

thành 3 protein cấu trúc (C-prM-E) và 7 protein phi cấu trúc (NS1-NS2A-NS2B-

NS3-NS4A-NS4B-NS5) [142]. Bao quanh khu vực mã hóa protein của bộ gen vi rút 

là hai cấu trúc UTR khoảng 100 nucleotide ở đầu 5’ và khoảng 400 – 700 

nucleotide ở đầu 3′. 

 
Hình 1.10.  Cấu trúc sợi đơn RNA của Flavivirus [76] 

Đầu 5’ và 3’ gồm nhiều chuỗi và cấu trúc RNA cần thiết cho sự sao chép, 

dịch mã của bộ gen vi rút. Đầu 5’ được chia thành hai domain. Domain đầu tiên 

nằm trong 5′UTR và chứa cấu trúc vòng lặp stem-loop A (SLA) phân nhánh, một 

tính năng được bảo tồn trong toàn bộ chi Flavivirus (hình 1.9). SLA đóng vai trò 
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điều khiển cho quá trình nhân lên của vi rút. Domain thứ hai mở rộng từ 5′UTR vào 

C ORF. Miền này chứa vùng AUG (5′UAR) gấp lại tạo thành cấu trúc vòng lặp thứ 

hai (SLB), phía sau của vùng AUG (DAR), cấu trúc kẹp tóc mã hóa cho C region (C 

coding region hairpin - cHP), 5′ cyclization sequence (5′CS) và 5′CS pseudoknot 

(DCS-PK) [104].  

Vùng 3′ của bộ gen Flavivirus được chia thành ba domain riêng biệt, tất cả 

đều nằm trong 3′UTR. Domain I, trước đây được gọi là vùng biến đổi, được bảo tồn 

ít nhất. Đáng chú ý là sự hiện diện của hai cấu trúc vòng lặp (SLI và SLII) tạo thành 

pseudoknots (PK1 và PK2) (Hình 1.9). Do khả năng kháng của chúng với 5′ và 3′ 

exonuclease Xrn1, hai cấu trúc này được gọi là kháng exonuclease RNA1 và 

xrRNA2. Hai cấu trúc này rất quan trọng đối với sự hình thành của hai dạng 

subgenomic RNA Flavivirus (sfRNA). Các sfRNA này (sfRNA1 và sfRNA2) đóng 

vai trò cực kỳ quan trọng trong việc ngăn chặn khả năng miễn dịch bẩm sinh của vật 

chủ và thích ứng với các vật chủ khác nhau. Các cấu trúc xrRNA từ vi rút Murray 

Valley encephalitis và ZIKV đã được nghiên cứu ở mức độ phân tử, minh chứng 

cho tính kháng exonuclease của các RNA này [31]. 

Domain II của đầu 3′ chứa một (ZIK, YFV) hoặc hai (DENV, JEV) cấu trúc 

dumbbell (DB1 và DB2) bảo tồn, chứa các chuỗi cần thiết cho cả quá trình sao chép và 

dịch mã của vi rút. Các cấu trúc DB này được dự đoán tạo thành cấu trúc pseudoknot 

(PK3 và PK4) cần thiết cho vai trò của chúng trong dịch mã và cũng có thể có chức 

năng như một Xrn1-stalling sites bổ sung theo đặc tính của từng loài [87]. 

Domain III được bảo tồn cao nhất ở tất cả các thành viên thuộc chi Flavivirus và 

chứa các chuỗi 3′DAR, 3′CS và 3′UAR tương tác với các vùng tương ứng nằm ở đầu 5′ 

của bộ gen và đóng vai trò chính trong điều hoà chu trình và nhân rộng bộ gen vi rút. 

Cuối cùng, domain III chứa cấu trúc vòng lặp 3′ stem-loop structure (3′SL) giữ ở đầu 5′ 

bằng cấu trúc kẹp tóc (sHP) và đóng vai trò chính trong quá trình tổng hợp RNA [175]. 

1.2.2. Sự nhân lên của vi rút thuộc nhóm Flavivirus 

Một protein tiền chất lớn được dịch mã từ các mRNA có độ dài tương tự hệ 

gen trong quá trình vi rút nhân lên, được cắt bởi các protease của vi rút và vật chủ 

để tạo ra tất cả các protein của vi rút, cả protein cấu trúc và phi cấu trúc. Các 
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Flavivirus nhân lên trong tế bào chất và lắp ráp hạt vi rút xảy ra trong các túi nội 

bào. Sự tăng sinh của các màng nội bào là một đặc tính của các tế bào nhiễm 

Flavivirus [120]. Các bằng chứng cho thấy Flavivirus xâm nhập vào tế bào thông 

qua các thụ thể gián tiếp trên các thực ẩm bào, liên quan đến cấu trúc protein E trên 

vỏ vi rút và thụ thể trên màng tế bào chất vật chủ. Đối với các tế bào của động vật 

có xương sống việc phá hủy tế bào và các thay đổi siêu cấu trúc như tạo các không 

bào và tăng sinh màng nội bào có thể quan sát được trong quá trình bị nhiễm 

Flavivirus. Khi vi rút xâm nhập vào các tế bào động vật có xương sống thường 

dẫn đến việc hủy hoại tế bào (CPE), tuy nhiên đối với tế bào của các động vật 

chân khớp như tế bào muỗi Aedes albopictus C6/36 việc lây nhiễm Flavivirus 

gần như không xuất hiện hiện tượng huỷ hoại tế bào, sự nhân lên của vi rút 

được quan sát bằng kính hiển vi điện tử với kỹ thuật soi trực tiếp hỗn dịch nuôi 

cấy hoặc kỹ thuật cắt lát mỏng trên tế bào nuôi cấy [50].  

1.2.3. Đặc tính kháng nguyên 

Các Flavivirus đều chung vị trí kháng nguyên. Ít nhất tám khu phức hợp 

kháng nguyên đã được xác định dựa trên các xét nghiệm trung hòa. Protein vỏ của 

vi rút là hemagglutinin có chứa các quyết định đặc hiệu típ, nhóm và serocomplex. 

So sánh trình tự của các gycoprotein cho thấy vi rút trong cùng một serocomplex 

giống nhau tới hơn 70% trình tự axit amin, trong khi tương đồng axit amin giữa các 

serocomplex là dưới 50% [120].  

Flavivirus có chung cấu trúc hạt, trong đó DENV và ZIKV được mô tả điển 

hình nhất. Hạt DENV trưởng thành dạng hình cầu có đường kính 50 nm. Lớp ngoài 

cùng của virion là lớp vỏ glycoprotein được tạo thành từ vòng lặp của 180 protein 

protein vỏ (E) kết hợp với protein màng (M). Các công trình nghiên cứu đã chứng 

minh rằng protein E của Flavivirus bao gồm domain gốc và ba domain khác, cụ thể 

là DI, DII và DIII, trong đó DI là cầu nối giữa DII và DIII. Vòng hợp hạch nằm ở 

đầu DII rất quan trọng đối với sự tương tác và hợp nhất với màng của vật chủ, trong 

khi DIII được cho là có vai trò liên kết với các thụ thể của vật chủ. Mặc dù vỏ bọc 

vi rút thường được mô tả như một cấu trúc tĩnh, cấu trúc protein E lại tồn tại dưới 

dạng một quần thể động và không đồng nhất [91]. 
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1.2.4. Phương pháp chẩn đoán Flavivirus trong phòng thí nghiệm   

Các phương pháp chẩn đoán phòng thí nghiệm để khẳng định nhiễm 

Flavivirus: Phát hiện RNA của vi rút, phân lập vi rút, kháng thể đặc hiệu 

kháng/trung hoà vi rút và kết hợp các kỹ thuật này.  

Lựa chọn phương pháp chẩn đoán phòng thí nghiệm phù hợp dựa vào đặc 

điểm lưu hành của vi rút, giai đoạn của bệnh. Bệnh nhân với các biểu hiện lâm sàng 

có thể áp dụng phương pháp sinh học phân tử và huyết thanh học trong 5-7 ngày 

đầu của bệnh, giai đoạn > 7 ngày sau khởi phát sẽ chỉ áp dụng phương pháp huyết 

thanh học. Bệnh phẩm là huyết thanh, plasma, máu toàn phần, dịch não tuỷ, nước 

bọt, nước tiểu. 

Bảng 1.1. Các phương pháp xét nghiệm chẩn đoán vi rút nhóm Flavivirus [25] 

Phương pháp Bệnh phẩm Thời gian 

Sinh học phân tử: 

-RT-PCR 

-Realtime RT-PCR 

Huyết thanh, huyết tương, máu 

toàn phần, dịch não tuỷ, nước 

bọt, nước tiểu (ZIKV) 

< 7 ngày sau khởi 

phát 

Phát hiện kháng nguyên: 

-Phân lập vi rút 

-ELISA-NS1 (DENV) 

-Test nhanh phát hiện NS1 

(DENV) 

Huyết thanh 
< 7 ngày sau khởi 

phát 

Phát hiện kháng thể: 

-ELISA (IgM, IgG) 

-Trung hoà giảm đám hoại 

tử (PRNT) 

Huyết thanh, dịch não tuỷ 

> 7 ngày sau khởi 

phát 

 

1.2.4.1. Phát hiện RNA vi rút  

Chẩn đoán bệnh dựa trên các xét nghiệm phòng thí nghiệm đối với các 

trường hợp đang trong giai đoạn nhiễm DENV, ZIKV cấp tính (trong vòng 7 ngày 

sau khi khởi phát) đều dựa vào phát hiện RNA trong mẫu của bệnh nhân bao gồm 

mẫu huyết thanh, huyết tương, mẫu nước tiểu, mẫu nước bọt và dịch màng ối… 
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[196]. Đối với ZIKV, trong một số trường hợp nơi xảy ra ca bệnh không thực hiện 

được các xét nghiệm sinh học phân tử, mẫu giấy lọc có giọt máu khô được chuyển 

đến các cơ sở khẳng định bệnh như các phòng xét nghiệm hợp tác với TCYTTG là 

một lựa chọn an toàn và không tốn kém do có thể vận chuyển loại mẫu này ở nhiệt 

độ thường [194]. Với vật chất di truyền là RNA, phản ứng thực hiện để phát hiện 

DENV, ZIKV là RT-PCR hoặc Realtime RT-PCR trong đó Realtime RT-PCR cho 

thời gian trả kết quả nhanh hơn RT-PCR truyền thống [193]. Quy trình RT-PCR 

được sử dụng phát hiện DENV, ZIKV hiện nay tập trung vào đoạn gen đích mã hóa 

vỏ vi rút (E-encoding gene), mã hóa màng vỏ (M/E-encoding gene), mã hóa (pE) và 

mã hóa protein NS5, NS3, NS1 [194, 196].  

1.2.4.2. Phương pháp phân lập vi rút 

Phân lập vi rút là tiêu chuẩn vàng trong chẩn đoán và nghiên cứu vi rút. Bệnh 

phẩm lâm sàng được thu thập từ bệnh nhân nghi ngờ nhiễm vi rút trong giai đoạn 

cấp, được nuôi cấy trên các dòng tế bào cảm nhiễm có nguồn gốc từ muỗi (C6/36, 

CLA-1…), có nguồn gốc từ động vật có vú (Vero, BHK-21) hoặc trên muỗi sống. 

Phân lập DENV được thực hiện trên tế bào C6/36, BHK-21. Phân lập ZIKV từ 

huyết thanh khỉ và muỗi Ae. africanus được thực hiện đầu tiên trên mẫu não chuột 

gây nhiễm ZIKV. Trên người, ZIKV cũng được phân lập thành công từ mẫu máu, 

mẫu tinh dịch và mẫu nước tiểu. Mặc dù chưa được phân lập thành công từ mẫu sữa 

mẹ nhưng phản ứng RT-PCR đã phát hiện ZIKV trong loại mẫu này.  

Thành công trong phân lập vi rút phụ thuộc rất nhiều vào thời điểm lấy mẫu 

sau khi khởi phát. Phương pháp phân lập vi rút thường kéo dài từ 1-3 tuần, vì vậy 

không đáp ứng được yêu cầu chẩn đoán nhanh, tuy nhiên kết quả thu được bằng 

phương pháp này cung cấp nhiều thông tin vi rút phục vụ nghiên cứu vi rút học, 

bệnh học và phát triển vắc xin [194].  

1.2.4.3. Phát hiện kháng thể kháng/trung hoà Flavivirus  

Chẩn đoán nhiễm DENV, ZIKV thông qua xác định kháng thể kháng đặc 

hiệu hoặc kháng thể trung hoà vi rút. Kỹ thuật ELISA tóm bắt  IgM, IgG được áp 

dụng và trở thành thường quy trong chẩn đoán DENV. Khẳng định nhiễm ZIKV ở 

người bằng việc phát hiện kháng thể trung hòa ZIKV trong mẫu huyết thanh [196]. 
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Tuy nhiên, phát hiện nhiễm DENV, ZIKV bằng phương pháp huyết thanh học sẽ 

phức tạp tại những nơi lưu hành nhiều vi rút thuộc nhóm Flavivirus (DENV, VNNB 

B, sốt vàng) vì các vi rút này đều có chung các dấu ấn kháng nguyên trên protein E 

và tạo ra các phản ứng miễn dịch chéo, đây cũng là hạn chế của phương pháp huyết 

thanh học chẩn đoán nhiễm DENV, ZIKV. Do đó, kết quả dương tính sử dụng các 

xét nghiệm huyết thanh học cần phải được khẳng định bằng các xét nghiệm khác 

như xét nghiệm trung hòa giảm đám hoại tử -PRNT [195].  

Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu sau vụ dịch do ZIKV tại đảo Yap được tiến 

hành tại phòng thí nghiệm của Trung tâm Kiểm soát bệnh tật địa phương đã chỉ ra 

rằng mẫu bệnh nhân thu thập trong 9 ngày kể từ khi xuất hiện triệu chứng sẽ có 

phản ứng chéo đối với các Flavivirus khác trong cả phản ứng ELISA phát hiện IgM 

và PRNT [196]. Mặc dù phương pháp PRNT được cho là “tiêu chuẩn vàng” trong 

việc xét nghiệm kháng thể trung hoà các loại Flavivirus khác nhau [194].  

1.2.5. Bệnh do Flavivirus lây truyền qua véc tơ đang lưu hành ở Việt Nam 

1.2.5.1. Viêm não Nhật Bản 

Tại Việt Nam, giám sát hội chứng viêm não cấp (HCVNC) nghi ngờ do vi 

rút là cơ sở để chẩn đoán/giám sát bệnh nhân Viêm não Nhật Bản (VNNB). Giám 

sát tỷ lệ mắc VNNB trong nhiều năm cho thấy có sự thay đổi do tác động của vắc 

xin phòng bệnh. Tỷ lệ mắc VNNB trong giai đoạn năm 1994 - 1996 là 4,16-

4,78/100.000 dân; từ năm 1996 - 2000 tỉ lệ mắc giảm còn 2,57 - 4,16/100.000 dân 

và từ năm 2001 - 2004 tỉ lệ mắc còn là 2,75 - 2,82/100.000 dân [5, 7, 186]. (cập 

nhật số liệu gần thời gian nghiên cứu 2010-2018…) 

Năm 2014, tỷ lệ mắc và tử vong do VNVR tại Sơn La và Điện Biên cao nhất 

trong cả nước lần lượt là 17,13 ca và 18,74 ca/100.000 dân, tỷ lệ tử vong lần lượt là 

1,79 ca và 0,56 ca/100.000 dân. Trong những năm trước đây, các nghiên cứu về hội 

chứng viêm não cấp, viêm não vi rút (VNVR) ở miền Bắc Việt Nam phần nhiều tập 

trung ở đồng bằng sông Hồng, do khu vực này thường ghi nhận số ca mắc cao hơn, 

các vụ dịch xảy ra thường xuyên hơn [4]. Nhưng đến nay có vẻ như bệnh đã có sự 

dịch chuyển dần từ khu vực đồng bằng đến khu vực miền núi Tây Bắc.  
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Căn nguyên gây HCVNC ở Việt Nam được xác định chủ yếu là do vi rút 

VNNB. Những năm gần đây, nhờ hiệu quả của chương trình tiêm chủng mở 

rộng, bệnh VNNB đã giảm hơn, ít xảy ra dịch lớn, tuy nhiên vẫn còn là một 

trong những bệnh hay gặp trong nhóm bệnh nhiệt đới. Tỷ lệ mắc bệnh ở trẻ trai 

cao hơn trẻ gái, bệnh gặp nhiều hơn vào mùa hè, chủ yếu vì tính chất theo mùa 

của VNNB [1]. 

Tại Việt Nam năm 2007 – 2010, VNNB là nguyên nhân của 33% ca viêm 

não/viêm màng não vi rút ở trẻ em. VNNB là nguyên nhân phổ biến gây viêm não ở 

nhóm trẻ 1 – 14 tuổi, nhưng lại hiếm gặp ở nhóm dưới 1 tuổi và trên 15 tuổi [122]. 

VNNB hiếm khi xảy ra ở người trưởng thành tại các khu vực có dịch lưu hành do 

những người này đã trải qua thời gian dài phơi nhiễm với vi rút và có thể đã có 

miễn dịch [163]. 

1.2.5.2. Sốt xuất huyết Dengue 

Tại Việt Nam, vụ dịch SXHD đầu tiên xảy ra ở khu vực miền Bắc vào năm 

1958 và ở khu vực phía Nam vào năm 1960 với 60 bệnh nhân nhi đã được ghi nhận 

tử vong. Từ đó bệnh trở thành dịch lưu hành địa phương ở vùng Châu thổ sông 

Hồng, sông Cửu Long và dọc theo bờ biển miền Trung [8, 11, 13].   

 
Hình 1.11. Phân bố của các típ huyết thanh Dengue lưu hành ở Việt Nam [14] 

Giai đoạn từ năm 1999-2003, sau khi có Chương trình sốt xuất huyết Dengue 

Quốc gia, số mắc và số tử vong trung bình hàng năm đã giảm đi tương ứng chỉ còn 
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khoảng 36.826 ca và 66 trường hợp, tỷ lệ mắc trên 100.000 dân là 42,4 tỷ lệ chết 

trên mắc xuống rất thấp 0,024% [8, 11, 13]. Năm 2007 là năm có số mắc và chết do 

SXHD cao nhất kể từ sau vụ dịch năm 1998, tổng số có 104.464 trường hợp mắc 

SXHD, trong đó 88 trường hợp tử vong, tỷ lệ mắc trên 100.000 dân là 122,61 và tỷ 

lệ chết trên mắc là 0,08%. Tuy nhiên, năm 2009 số ca mắc còn cao hơn năm 2007, 

với 105.370 trường hợp mắc SXHD, trong đó 87 trường hợp tử vong. Số ca mắc 

tiếp tục tăng trong 2010, cả nước đã ghi nhận 128.710 trường hợp mắc SXHD và 

109 trường hợp tử vong. Số ca mắc SXHD ghi nhận đang có chiều hướng gia tăng 

năm sau ghi nhận nhiều hơn năm trước trong giai đoạn 2012 - 2017. Chỉ tính hết 

tháng 11 năm 2017, số ca mắc SXHD ghi nhận được trên toàn quốc là 171.000 

trường hợp. Có thể nói SXHD đang là một trong mười bệnh truyền nhiễm có tỷ 

lệ mắc và tử vong cao nhất trong 10 năm trở lại đây, tỷ lệ mắc do SXHD đứng 

hàng thứ tư và tỷ lệ tử vong đứng thứ năm. Ở Việt Nam, số người nằm trong 

vùng có dịch bệnh lưu hành chiếm khoảng 90% dân số toàn quốc [2, 3, 14]. 

Do đặc điểm địa lý, khí hậu khác nhau, ở miền Nam và miền Trung bệnh 

xuất hiện quanh năm, ở miền Bắc và Tây Nguyên bệnh thường xảy ra từ tháng 6 

đến tháng 11. Những tháng còn lại trong năm bệnh ít xảy ra vì thời tiết lạnh, ít mưa, 

không thuận lợi cho sự sinh sản và hoạt động của đàn muỗi là véc tơ truyền bệnh. 

Tính chung trên cả nước, dịch bệnh được ghi nhận nhiều nhất vào tháng 7 đến tháng 

10 hàng năm. Từ năm 2011 - 2014 ghi nhận số mắc tại 55/63 tỉnh/thành phố, trong 

đó khu vực Miền Nam có tỷ lệ mắc cao nhất chiếm 68,6% tổng số các trường hợp 

mắc. Tử vong do SXHD ghi nhận tại 32/63 tỉnh, thành phố, trong đó chủ yếu tại các 

tỉnh phía Nam và trẻ em dưới 15 tuổi. Ở Miền Bắc, Dengue chiếm tới 90% số ca 

bệnh, Hà Nội ghi nhận là là địa phương thứ hai có dịch xảy ra, ca bệnh ghi nhận 

hàng năm đạt đỉnh vào tháng 9, tháng 10 và tháng 11, diễn biến dịch tại đây cũng 

giống như các khu vực Miền Nam và Miền Trung. Ca bệnh chủ yếu tập trung vào 

khu vực nội thành và có xu hướng lan rộng ra các vùng ven nội và dịch chuyển về khu 

vực phía Tây Nam Hà Nội [2, 3, 14]. Thông thường, SXHD được ghi nhận ở vùng đô 

thị, sau đó lan ra vùng nông thôn rồi khu vực miền núi, cao nguyên như Hương Khê, tỉnh 

Hà Tĩnh năm 2010 hay khu vực du lịch như thành phố Hạ Long, Quảng Ninh năm 2011, 
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và một số tỉnh biên giới phía Bắc. Các năm gần đây khu vực miền núi như Hát Lót, Sơn 

La liên tục ghi nhận các ổ dịch SXHD từ vài chục đến vài trăm trường hợp mắc [10]. 

1.2.5.3. Zika 

Vi rút Zika (ZIKV) là arbovirus - các vi rút có véc tơ truyền bệnh là động vật 

chân khớp, thuộc chi Flavivirus, họ Flaviviridae. Tương tự một số loài vi rút lây 

truyền bệnh qua muỗi như vi rút Dengue (DENV), vi rút sốt vàng (YFV) và vi rút 

Chikungunya (CHIKV), ZIKV truyền bệnh qua muỗi thuộc loài Aedes, là nguyên 

nhân gây nên sốt Zika. Những ca sốt Zika chưa được phân loại một cách hệ thống 

với triệu chứng lâm sàng rất dễ nhầm lẫn với các ca sốt gây nên do vi rút Dengue 

hoặc vi rút Chikungunya như phát ban, viêm kết mạc, đau khớp [196].  

Tại Việt Nam, ZIKV lần đầu tiên được báo cáo là du khách người Israel vào 

năm 2015 và sau đó du khách người Hàn Quốc năm 2016. Ngoài ra, 02 trường hợp 

nhiễm ZIKV tại địa phương là một phụ nữ 64 tuổi tại Nha Trang và một phụ nữ 33 

tuổi tại Hồ Chí Minh được báo cáo vào tháng 4 năm 2016. Tổng cộng đã có 219 

trường hợp nhiễm ZIKV được báo cáo vào năm 2016 và 13 trường hợp vào 2 tháng 

đầu năm 2017 [60]. Trường hợp trẻ có triệu chứng dị tật bẩm sinh mắc chứng đầu 

nhỏ có nhiều khả năng nghi liên quan đến vi rút Zika và cũng là trường hợp đầu tiên 

ở Việt Nam được ghi nhận vào tháng 10/2016 tại Đăk Lăk. Kết quả xét nghiệm 

kháng thể IgM kháng vi rút Zika và kháng thể trung hoà dương tính trong mẫu 

huyết thanh của trẻ, mẹ và những người thân sống cùng trong gia đình. Qua điều tra 

dịch tễ cho thấy về biểu hiện bệnh, người mẹ có biểu hiện lâm sàng mắc bệnh vào 

lúc có thai 3 tháng. 

1.3. LEISHMANIA VÀ MỘT SỐ ĐẶC ĐIỂM DỊCH TỄ 

1.3.1. Bậc phân loại của Leishmania 

• Giới   Protista (Haeckel, 1866),  

• Lớp   Kinetoplastea (Honigberg, 1963 emend. Vickerman, 1976),  

• Phân lớp Metakinetoplastina (Vickerman, 2004),  

• Bộ   Trypanosomatida (Kent, 1880),  

• Họ   Trypanosomatidae (Döflein, 1901),  

• Phân họ  Leishmaniinae (Maslov and Lukeš 2012) 
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• Giống  Leishmania (Ross, 1903).  

 
Hình 1.12. a. Leishmania trong đại thực bào, b: Leishmanias infantum trong 

đại thực bào bị phá huỷ, nhuộm Giemsa vết bôi tuỷ xương [84] 

1.3.2. Ký sinh trùng Leishmania và chu kỳ sống 

Có khoảng 21 loài thuộc giống Leishmania gây bệnh cho con người, giữa 

chúng không có sự khác biệt về hình thái. Có thể phân biệt chúng trên cơ sở các tiêu 

chí sinh học, hoặc phân tích trong phòng thí nghiệm (chủ yếu là phân tích isoenzym 

và phân tích DNA), hoặc những triệu chứng lâm sàng và dịch tễ học khác nhau [28].  

 
Hình 1.13. Bản đồ phân bố của 21 loài Leishmania gây bệnh cho người [28] 

A: L. aethiopica; Am: L. amazonensis; B: L. braziliensis; C: L. colombiensis; D: L. donovani; 
G: L. guyanensis; Gh: chủng Ghana; I: L. infantum; La: L. lainsoni; L: L. lindenbergi; M: L. major; 

Ma: L. martiniquensis; Mx: L. mexicana; N: L. naiffi; Pa: L. panamensis; P: L. peruviana; S: L. siamensis; 
Sh: L. shawi; T: L. tropica; V: L. venezuelensis và W: L. waltoni. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/leishmania


29 

 

Ở người và động vật có xương khác, Leishmania ký sinh trong các thực bào 

đơn nhân (đại thực bào, bạch cầu đơn nhân, tế bào Langerhans) dưới dạng 

amastigote. Nhuộm Giemsa có thể nhận ra chúng dưới kính hiển vi quang học, tế 

bào tròn đến hình bầu dục đường kính 2 - 5 µm với một nhân và kinetoplast hình 

que nhỏ. Dưới kính hiển vi điện tử cũng có thể quan sát được sợi roi, ty thể và 

các bào quan khác [84]. 

Các loài Leishmania được truyền bởi muỗi cái thuộc các giống Phlebotomus 

(Cổ thế giới) và Lutzomyia (Tân thế giới) được gọi là muỗi cát. Giai đoạn 

amastigote của ký sinh trùng theo máu vào đường ruột của côn trùng, chuyển sang 

dạng promastigote mảnh có roi, dài 10 - 15 µm, chúng nhân lên và di chuyển trở lại 

vòi của muỗi cát. Với nhiệt độ khu vực nhiệt đới, quá trình này mất từ 5 đến 8 ngày. 

Muỗi cát mang các promastigote truyền vào một vật chủ mới khi hút máu. Trong 

vật chủ, chúng xâm nhập bằng cách kết nối với thành tế bào vật chủ (IgM, bổ thể, 

thụ thể erythrocyte) và do vậy gắn một vài thụ thể đại thực bào. Sau đó chúng bị 

thực bào và đóng gói trong phagolysoxom, và tránh được sự tác động của enzym 

của lysoxome nhờ các hợp chất bên trong màng tế bào. Promastigote nhanh chóng 

chuyển sang giai đoạn amastigote (khoảng 12 - 14 giờ), sau đó chúng được bao quanh 

bởi không bào parasitophorous trong phagolysosome và tiến hành sinh sản bằng cách 

phân đôi. Các thể amastigote này sau đó được phát tán thông qua quá trình xuất bào và 

có thể lây nhiễm các tế bào mới (Hình 1.14) [84]. 

 
Hình 1.14. Dạng promastigotes và amastigotes nhuộm Giemsa vật kính 100 [84] 
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Chu kỳ phát triển phải qua hai vật chủ: vật chủ vĩnh viễn là người hoặc động 

vật, véc tơ truyền bệnh là muỗi cát. Khi muỗi cát đốt người hoặc động vật mang 

bệnh, hút luôn thể amastigote vào dạ dày của nó. Trong ruột muỗi cát, ký sinh trùng 

sẽ chuyển từ dạng không roi sang dạng có roi (promastigote), tăng sinh và sau đó sẽ 

di chuyển lên vòi muỗi cát, không xâm nhập vào tuyến nước bọt. Trong vòng 8 - 15 

ngày, thể này có khả năng gây nhiễm. Khi muỗi cát đốt người (động vật) sẽ truyền 

ký sinh trùng này vào vật chủ [84]. 

 

Hình 1.15. Vòng đời của Leishmania infantum [84] 
1. Sự truyền thể promastigoye bởi muỗi cát; 2. Phagocyto thực bào kí sinh trùng (tế bào 
Langerhans, tế bào dendritic, đại thực bào); 3. Dạng amastigote trong đại thực bào; 4. Sự 
nhân lên của các amastigote trong các đại thực bào; 5. Muỗi cát hút phải amastigote theo 
máu; 6. Chuyển thành dạng promastigote và nhân lên trong muỗi cát; 7. Chó là vật chủ. 
 
1.3.3. Đặc điểm bộ gen của Leishmania 

Leishmania có bộ gen khác biệt hơn so với sinh vật nhân chuẩn, như gen 

không có intron, polycistron và nhiễm sắc thể nhỏ với mật độ gen cao. Hơn nữa, những 

con trùng roi này sở hữu một ty thể duy nhất được gọi là kinetoplast, chứa một mạng 

lưới lớn DNA kinetoplast (kDNA) [106]. 

Các dấu hiệu di truyền được sử dụng để phát hiện Leishmania ở cấp độ giống 

1: sự truyền thể promastigote bởi muỗi

cát;

2: Phagocyte thực bào kí sinh trùng (tế
bào Langerhans, tế bào dendritic, đại

thực bào);

3: dạng amastigote trong đại thực bào;

4: sự nhân lên của các amastigote trong

các đại thực bào

5: muỗi cát hút phải amastigote theo

máu;

6: chuyển thành dạng promastigote và

nhân lên trong muỗi cát;

7: chó là vật chủ.
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bằng PCR và các phương pháp phân tử khác. Tùy thuộc vào mục tiêu và mồi PCR 

tương ứng, các xét nghiệm có thể đặc trưng cho từng giống, phân giống hoặc thậm 

chí là đặc trưng cho loài. 

1.3.3.1. DNA nhiễm sắc thể 

DNA ribosome (rDNA)  

Các gen RNA ribosome (rRNA) nằm hầu hết trên nhiễm sắc thể số 27, 

thường tồn tại nhiều bản sao với kích thước xấp xỉ 12,5 kb [185]. Trong số các 

thành phần khác nhau của các gen này, các vùng bộ đệm phiên mã trong (Internal 

transcribed spacer – ITS) lý tưởng cho việc định loài [90, 153]. Giống như hầu hết 

các sinh vật nhân chuẩn, các tiểu đơn vị lớn của ribosome (LSU) bao gồm 28S, 5,8S 

và 5S rRNA, trong khi tiểu đơn vị nhỏ (SSU) chứa 18S rRNA. Các rRNA 18S, 5,8S 

và 28S được mã hóa bởi một đơn vị phiên mã duy nhất được gọi là cistron của 

ribosome được phiên mã bởi RNA polymerase I để tạo ra một phiên mã chính lớn 

(45S hoặc tiền rRNA) [176]. Gen 5S rRNA được phiên mã riêng rẽ bởi RNA 

polymerase III. Quá trình xử lý các bản sao dẫn đến việc loại bỏ các bộ đệm được 

phiên mã bên trong và bên ngoài (tương ứng là ITS và ETS), chúng bị suy thoái 

nhanh chóng. Do đó, đơn vị rRNA bao gồm vùng phiên mã và vùng giữa gen (còn 

gọi là vùng đệm giữa gen) bao gồm vùng đệm không phiên mã (NTS) và ETS 

[162]. Các trình tự lặp lại trong các bộ đệm giữa các gen hoặc NTS là đối tượng của 

quá trình tiến hóa phối hợp, bởi vì có một trình tự rộng rãi giữa các bộ đệm trong một 

loài nhưng ít tương đồng giữa các bộ đệm của các loài liên quan [113]. Trong một đơn 

vị lặp lại duy nhất, vùng mã hóa xấp xỉ 9 kb (tùy thuộc vào loài Leishmania), trong khi 

vùng NTS có độ dài khác nhau từ 4 đến 12 kb. 



32 

 

 
Hình 1.16. Bản đồ di truyền gen rDNA (nằm trong nhiễm sắc thể số 27) với độ 

dài đoạn tương ứng ở các loài Leishmania [28] 

Đơn vị phiên mã RNA của ribosome 

Các 18S rRNA là một RNA cấu trúc của SSU ribosome. Sự bảo tồn cao của 

gen này và các vùng bên sườn của nó làm cho nó thích hợp để tái tạo lại các mối 

quan hệ phát sinh loài. Các 5.8S rRNA là một thành phần không mã hóa của LSU 

ribosome, và là một phần của 45S tiền thân mà cũng chứa 18S và 28S rRNAs. Các 

28S rRNA đóng vai trò như một ribozyme, xúc tác liên kết peptit hình thành. Các 

loài Leishmania không điển hình trong thành phần của nó, vì chúng chứa hai phân 

tử lớn (24Sα và 24Sβ) và bốn phân tử rRNA nhỏ (Ƴ, ζ, δ, Ɛ) [164]. Cuối cùng, 5S 

rRNA dài 120 nt là một thành phần cấu trúc và chức năng của LSU của ribosome 

[154]. Goen 5S rRNA thường không liên kết với cistron của ribosom [130]. Do kích 

thước nhỏ và do đó hàm lượng thông tin thấp, nó hiếm khi được sử dụng cho phát 

sinh loài phân tử. 

Internal transcribed spacer (ITS) 

Bộ đệm phiên mã bên trong (ITS) đề cập đến DNA bộ đệm không mã 

hóa nằm giữa rRNA SSU và LSU. Vùng ITS1 dao động từ 50 đến 350 bp và nằm 

giữa các gen rRNA 18S và rRNA 5,8S [152]. Nó có mức bảo tồn đủ cao để phân 
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biệt phức hợp loài L. aethiopica, L. tropica, L. major, L. turanica và L. donovani, L. 

mexicana, L. amazonensis, L. guyanensis, L. braziliensis [52, 125, 152, 153, 192]. 

Vùng ITS2 dài 50–650 bp và nằm giữa các gen rRNA 5,8S và LSU. Khuếch 

đại ITS2 với mồi PCR chung cho thấy sự khác biệt đáng kể giữa các 

loài Leishmania của Cổ thế giới và Tân thế giới; giữa các phức hợp loài và các loài 

thuộc chi Leishmania [90, 152]. Các vùng ITS (bao gồm ITS1 và ITS2) này cũng 

được xem xét là mục tiêu thích hợp để định loại các giống viannia [52].  

Intergenic spacer region (IGS) 

IGS là một yếu tố bộ gen khác nhau về kích thước, số lượng và trình tự giữa 

các loài Leishmania và các loài phân lập. Các IGS của Leishmania  chứa một yếu tố 

lặp lại độ dài 60-64 bp và khoảng16-275 bản sao, chiều dài 4-12 Kbp [127]. Kích 

thước của vùng IGS giống nhau ở các loài Sauro Leishmania và Leishmania, chứng 

tỏ khả năng bảo tồn của nó ở cấp độ phân giống. IGS ít được bảo tồn hơn các gen 

rRNA và do đó phù hợp hơn để lập bản đồ các mối quan hệ tiến hóa giữa 

các loài Leishmania có liên quan chặt chẽ. 

Mini-exon  

Các kinetoplas hiện diện trong 100-200 bản lặp lại mỗi gen hạt nhân và đã 

được sử dụng cho các nghiên cứu phát sinh loài Leishmania [37, 190]. Mỗi lần lặp 

lại bao gồm ba phần chính:  

• Exon dài 39 bp được phiên mã (hoặc exon nhỏ) được bảo toàn cao giữa các 

vị trí 1-9 và 21 - 39 [167];  

• Một intron được bảo tồn vừa phải, có kích thước từ 55 đến 101 bp; 

• Một bộ đệm có độ biến thiên cao không được phiên mã (51 - 341 bp) được 

sử dụng để định kiểu gen Leishmania.  

Sự thay đổi kích thước của nó cho phép phân biệt sơ bộ phức 

hợp Leishmania giữa Cổ thế giới và Tân thế giới [64, 72, 112, 138]. Mini-exon 

39 bp có thể được sử dụng để định lượng sự biểu hiện gen vì nó hiện diện ở đầu 5′ 

của mRNA [73]. 
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Bộ đệm phiên mã ngoài (ETS) 

Một vùng RNA có liên quan chặt chẽ với ITS và nằm bên ngoài rRNA cấu 

trúc trên một phiên mã tiền thân chung. Vùng ETS dài khoảng 1 Kb của các loài 

Leishmania có kích thước tương tự giữa các loài: L. amazonensis (1050 bp) [177], 

L. chagasi (đồng nghĩa với L. infantum) (1060 bp) [68], L. donovani (1020 bp) 

[185]. Tuy nhiên, sự khác biệt trong trình tự ETS có thể phân biệt Sauro Leishmania 

với Leishmania. 

Bộ đệm không phiên mã (NTS) 

Một bộ đệm rRNA liên gen dài từ 2 đến 30 Kb. Nó có thể chứa hầu hết các 

yếu tố quy định cần thiết cho quá trình phiên mã [162]. 

1.3.3.2. Các gen mã hóa protein 

Cấu trúc nhiễm sắc thể khác nhau giữa Leishmania và trong các loài. L. 

major là tài liệu tham khảo tối ưu để nghiên cứu những thay đổi của nhiễm sắc thể 

vì bộ gen của nó được tập hợp bằng cách sử dụng dữ liệu trình tự mao mạch dài. 

Các thành viên của Leishmania sở hữu 36 nhiễm sắc thể, ngoại trừ phức hợp L. 

mexicana có 34 nhiễm sắc thể do sự hợp nhất của chr8 hợp nhất với chr29 thành 

chr8 duy nhất ở L. mexicana, và một sự hợp nhất khác của chr20 với chr36 chr29 ở 

L. mexicana [145]. Phân giống viannia có 35 nhiễm sắc thể chr20 dài của chúng 

tương đồng với chr20 và chr36 ở L. major [44]. Phân giống Sauro Leishmania có 38 

nhiễm sắc thể do sự phân ra của những nhiễm sắc thể tương đồng với chr30 và 

chr36 trong phân giống Leishmania[47]. 

Bộ gen của Leishmania nhỏ gọn với kích thước là 33 Mb [79, 126]. Số lượng 

gen cao nhất đã được ghi nhận ở L. tarentolae (8530), tiếp theo là L. major (8400), L. 

infantum hay L. donovani (8199), L. braziliensis (8175), L. mexicana (8106), L. adleri 

(7959) và L. panamensis (7748). Tuy nhiên, những giá trị này có xu hướng đại diện cho 

sự khác biệt trong phương pháp lắp ráp bộ gen, kiểu đọc trình tự và độ dài, và độ phân 

giải số bản sao gen hơn là sự khác biệt thực sự, ngoại trừ một số họ gen đặc trưng. 

Một số gen đã được sử dụng như các kiểm soát nội sinh để khẳng định mức 

độ biểu hiện của các gen mục tiêu. Chúng bao gồm một số gen đơn hoặc nhiều bản 
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sao được sử dụng để phát hiện, xác định và phân tích phát sinh loài của 

các loài Leishmania như α-tubulin và β-actin.  

1.3.3.3. DNA ngoài nhiễm sắc thể 

DNA Kinetoplast (DNA ty thể) 

Tất cả các trùng roi kinetoplastid đều sở hữu một bộ gen ty thể duy nhất được 

gọi là DNA động bào (kDNA), bao gồm vài nghìn phân tử DNA hình tròn liên kết với 

nhau trong một mạng lưới nối gồm hàng nghìn minicircles (khoảng 1 kb mỗi vòng) và 

vài chục maxicircles (xấp xỉ 23 kb mỗi vòng) [106]. Maxicircles mã hóa các gen tương 

đồng với các gen có trong DNA ty thể của các sinh vật nhân thực khác. Minicircles 

chiếm khoảng 95% kDNA và mã hóa các phân tử RNA nhỏ được gọi là RNA dẫn 

đường, cung cấp thông tin cho việc biên tập RNA của các bản sao mã hóa maxicircle 

[166]. kDNA theo truyền thống là mục tiêu được sử dụng thường xuyên nhất để phát 

hiện và định loài Leishmania vì tính chất đa điểm của nó và cho độ nhạy cao. 

kDNA maxicircle 

Thành phần kDNA mã hóa các tiểu đơn vị của phức hợp chuỗi hô hấp ty thể, 

một tiểu đơn vị ribosom và hai rRNA nhỏ bất thường (12S và 9S). Ngược lại với 

hầu hết các DNA ty thể, kDNA không mã hóa tRNA [32, 107]. Vòng tròn bao gồm 

vùng bảo tồn mã hóa protein và rRNA và vùng biến đổi không phiên mã (VR). VR 

bao gồm nhiều chuỗi lặp lại khác nhau với chức năng không xác định và có cấu trúc 

tương tự ở tất cả các loài Leishmania, với các đoạn lặp lại dài giàu GC xen kẽ bởi 

các đoạn lặp ngắn giàu AT. Maxicircle mã hóa ba khung đọc mở chưa được chỉ 

định, MURF1, MURF2 và MURF4, có khả năng mã hóa các protein (Hình 12). Các 

gen maxicircle có các mức độ bảo tồn trình tự khác nhau, từ tiểu đơn 

vị cytochrome oxidase I (COI) được bảo tồn cao đến COIII ít được bảo tồn nhất, 

một tiểu đơn vị khác của cùng một phức hợp. Maxicircle kDNA khác biệt 

giữa Leishmania các loài hầu như chỉ có ở VR.  
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Hình 1.17. kDNA maxicircle, các gen thành phần và độ dài đoạn ở 5 loài 

Leishmania: L. major, L. donovani, L. amazonensis, L. braziliensis và L. 

tarentolae [28]. 

kDNA minicircle 
Các minicircles kDNA có kích thước đặc trưng cho từng loài khác nhau, từ 

khoảng 0,8 đến 1,0 Kb. Vì những vòng tròn DNA nhỏ này có hàng nghìn bản sao 

trên mỗi tế bào, chúng là mục tiêu lý tưởng để phát hiện Leishmania có độ nhạy 

cao từ các mẫu sinh học có số lượng ký sinh trùng thấp [49]. Minicircles chiếm > 

95% tổng khối lượng kDNA và các trình tự thường không đồng nhất của chúng (có 

khoảng 10 lớp trình tự khác nhau và số lượng minicircles trong mỗi lớp là thay đổi) có 

thể mất tính đa dạng trong quá trình nuôi cấy liên tục [39, 106]. Mỗi minicircle bao 

gồm một đến bốn vùng bảo tồn 150 - 200 bp chứa nguồn gốc của sự sao chép cho cả 

hai sợi, và một vùng biến đổi mã hóa thường là một gen gRNA đơn lẻ [166, 168]. 
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Hình 1.18. kDNA minicircle của các loài Leishmania và các mảnh thành phần 

của nó. CSB: Khối trình tự bảo tồn [28]. 
 

Vùng minicircle được bảo tồn chứa các khối trình tự được bảo tồn (CSB-1, 

CSB-2 và CSB-3) có chiều dài thay đổi trong cả giống Leishmania [140]. Do đó, 

chúng là mục tiêu hiệu quả để khuếch đại PCR của tất cả các lớp minicircle. Khu vực 

được bảo tồn có thể phân biệt Leishmania ở cấp độ phân giống [93]. Vùng biến 

đổi của các vòng tròn dài khoảng 150 bp và có thể được sử dụng để phân biệt chính 

xác giữa các loài Leishmania và giữa các chủng [67, 80, 93, 114, 116, 134, 148, 161]. 

1.3.4. Phương pháp chẩn đoán Leishmania trong phòng thí nghiệm 

Các phương pháp chẩn đoán bệnh do Leishmania hiện tại chủ yếu được thực 

hiện ở các bệnh viện hoặc trung tâm nghiên cứu với các phòng thí nghiệm được 

trang bị tốt. Phần lớn các xét nghiệm được sử dụng rộng rãi chỉ có thể phát hiện 

một hoặc một vài loài Leishmania và do đó không thích hợp cho các khu vực có 

nhiều loài. Các phương pháp chẩn đoán khác nhau và khả năng phát hiện, xác 

định và định lượng các loài Leishmania, cũng như khả năng phân biệt của chúng 

ở các cấp độ khác nhau (giống, phân giống, loài, phức hợp loài, loài và quần thể) 

được thể hiện trong bảng 1.1. Trong đó, phương pháp xét nghiệm được chia 

thành 2 nhóm chính: 
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- Xét nghiệm dựa vào vật liệu di truyền DNA:  

+ Dựa trên quy trình PCR: Nested PCR, RAPD, RFLP, SNP, MLMT, 

MLST; 

+ Dựa trên quy trình sau PCR: PCR – ELISA, PCR-RFLP, PCR-

HRM, giải trình tự; 

+ Các kỹ thuật khác: PFGE, LAMP… 

- Xét nghiệm không dựa vào vật liệu di truyền DNA: 

+ Kỹ thuật ký sinh trùng (Parasitological methods): Kính hiển vi, nuôi 

cấy invitro, động vật thí nghiệm, cấy dưới da, chẩn đoán véc tơ; 

+ Kỹ thuật huyết thanh học (Serological methods): ELISA, IFAT, 

Western blot; 

+ Kỹ thuật dựa trên Protein: MLEE, MALDI-TOF. 

Các kỹ thuật nhuộm soi, nuôi cấy invitro hay xét nghiệm chẩn đoán ngoài 

da…không có hiệu quả trong việc phân biệt giữa các phức hợp loài Leishmania. 

Việc xác định và phân biệt các phức hợp loài Leishmania có thể được thực hiện 

thông qua các kỹ thuật sinh học phân tử khác nhau. Các đoạn khuếch đại từ mẫu có 

thể được kiểm tra bằng điện di để tìm sự khác biệt về kích thước gen, sự thay đổi vị 

trí giới hạn bằng cách sử dụng enzym giới hạn, giải trình tự hoặc phân tích đường 

cong HRM.   

Nested PCR và semi-nested PCR là các phiên bản không định lượng của 

PCR nhằm giảm sự liên kết không đặc hiệu. Hai bộ mồi được sử dụng trong hai lần 

chạy liên tiếp, trong đó bộ mồi thứ hai khuếch đại sản phẩm PCR vòng 1. Điều này 

đảm bảo rằng sản phẩm nested PCR có độ đặc hiệu cao [27]. Nested PCR và semi-

nested PCR có thể được sử dụng để phân biệt loài với các loại mồi thích hợp. 
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Bảng 1.2. Bảng tổng hợp các phương pháp xác định và chẩn đoán Leishmania [28]. 

Phương pháp Chẩn 
đoán 

Định 
loài 

Định danh Định 
lượng 

Nuôi  
cấy 

Độ 
nhạy 

Độ 
đặc 
hiệu 

Chi 
phí Nguồn 

G SL SG C S F 

Chẩn 
đoán 
dựa 
vào 

DNA 

Dựa trên quy 
trình PCR 

PCR Nested Có Có + + + + +  Có - XXX XX XX Noyes et al., 1998[123] 

RAPD Ko Ko      + Ko +   XX Tibayrenc et al., 1993[174] 

AFLP Ko Ko      + Ko - XX XXX XX Kumar et al., 2010[92] 

SNP Ko Ko + + + + + + Ko - XXX XXX XX Downing et al., 2012[59] 

MLMT Ko Ko      + Ko + XXX XXX XX Kuhls et al., 2007[89] 

MLST Ko Ko + + + + + + Ko + XXX XXX XX Ravel et al., 2006[139] 

Dựa trên quy 
trình sau PCR 

OC-PCR Có Có + + + + +  Ko - XXX XX XX Basiye et al., 2010[40] 

PCR-ELISA Có Có + + + + +  Ko - XX XXX XX De Doncker et al., 2005[54] 

PCR-HRM Có Có + + + + + + Ko - XX XXX XX Nasereddin and Jaffe 2010[121] 

PCR-RFLP Có Có + + + + +  Ko - XX XXX XX Dweik et al., 2007[61] 

Giải trình tự Có Có + + + + + + Ko - XXX XXX XX Van Eys et al., 1992[178] 

 Các phương 
pháp khác 

PFGE Ko Có     +  Ko + XX XX XX Beverley, 1988[42] 

NASBA Ko Có       Ko - XX XXX XX Basiye et al., 2010[40] 

LAMP Ko Có       Ko - XXX XXX XX Ghasemian et al., 2014[69] 

 Chẩn 
đoán 

không 
dựa 

Kỹ thuật ký sinh 
trùng 

(Parasitological 
methods) 

Kính hiển vi Có Ko +      Có - XX X X Bensoussan et al., 2006[41] 

Nuôi cấy invitro Có Ko +      Ko + X X XX Castilla et al., 1995[48] 

Nuôi trên động Có Ko +      Ko - X XX XX Gupta, 2011,  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib194
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib264
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib147
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib69
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib144
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib213
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib63
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib188
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib73
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib278
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib304
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib99
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib26
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib45
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib108
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Phương pháp Chẩn 
đoán 

Định 
loài 

Định danh Định 
lượng 

Nuôi  
cấy 

Độ 
nhạy 

Độ 
đặc 
hiệu 

Chi 
phí Nguồn 

G SL SG C S F 

vào 
DNA 

vật thí nghiệm Loría-Cervera and Andrade-
Narváez, 2014[105, 171] 

Cấy dưới da Có Ko +      Ko - XX XXX X Sadeghian et al., 2013[146] 

Chẩn đoán véc 
tơ Có Ko +      Ko - XX XXX X Sadlova et al., 2015[147] 

Phương pháp 
huyết thanh học 

(Serological 
methods) 

ELISA Có Ko +      Ko - XX XX X Sundar and Rai 2002[172], 

IFAT Có Có +      Ko - XXX XX X Figueiredo et al., 2010[65] 

ICT Có Có +      Ko - XX XX X da Silva et al., 2015[53] 

DAT Có Ko +      Ko - XX XXX X Adams et al., 2012[26] 

CIE Có Ko +      Ko - X XX X Mancianti & Meciani, 1988[111] 

Western blot Có Có + + + + +  Ko - XXX XXX X Gonçalves et al., 2002[70] 

Phương pháp 
dựa trên Protein  

MLEE Ko Có + + + + +  Ko +   X Rioux et al., 1990[143] 

MALDI-TOF Ko Có + + + + +  Ko +   XXX Lixia et al., 2012[103] 
Ghi chú:  Ko: không, X: thấp, XX: trung bình, XXX: cao;  
G: Genus (Giống), SL: Section level (phân lớp), SG: Subgenus (phân giống), C: Complex (phức loài), S: Species(loài) và F: Foci (chi). 
RAPD (Random amplified polymorphic DNA); AFLP (Amplified fragment length polymorphism); SNP (single nucleotide 

polymorphism); MLMT (Multilocus microsatellite typing); MLST (Multilocus sequence typing); OC-PCR (Oligochromatography-PCR); PCR-
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay); PCR-HRM (high-resolution melting); PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism); 
PFGE (pulsed-field gel electrophoresis); NASBA (nucleic acid sequence based amplification); LAMP (Loop-mediated isothermal 
amplification); ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay); IFAT (indirect fluorescent antibody test); ICT (immuno-chromatography 
technology); DAT (direct agglutination test); CIE (Counterimmunoelectrophoresis); MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis); MALDI-
TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization–time-of-flight) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib157
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib157
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib231
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib234
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib260
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib82
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib58
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib164
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib101
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib220
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib155
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rapd
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/amplified-fragment-length-polymorphism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microsatellite
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/multilocus-sequence-typing
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nucleic-acid-sequence-based-amplification
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Multiplex PCR khuếch đại đồng thời của một số đoạn DNA đích khác nhau 

trong cùng một phản ứng duy nhất để tạo ra các sản phẩm có kích thước khác 

nhau. Phương pháp này đã được sử dụng để chẩn đoán bệnh do Leishmania bằng 

cách sử dụng các SL RNA [72, 82] và kDNA minicircles [56]. 

Real-time PCR cho phép định lượng hoặc bán định lượng các sản phẩm DNA 

được tạo ra bằng cách theo dõi sự khuếch đại của phân tử DNA mục tiêu trong mỗi 

chu kỳ PCR. Phương pháp này rất quan trọng đối với một số phương pháp điều trị 

bệnh Do Leishmania [128].   

Giải trình tự gen (Sanger hay NGS – Next Generation Sequencing): 

Phương pháp Sanger đang được cải thiện nhanh chóng về chất lượng, độ dài đọc, 

tốc độ, chi phí và nó được sử dụng rộng rãi để nhận dạng của các phức hợp 

loài Leishmania và các nghiên cứu phát sinh loài [46, 149]. 

Công nghệ giải trình tự thế hệ mới (NGS) trong việc phân tích bộ gen 

Leishmania gần đây đã tạo điều kiện thuận lợi cho việc khám phá các đa dạng di 

truyền khác nhau bao gồm đa hình nucleotide đơn (SNPs), các biến thể số bản sao 

(CNVs), các biến thể cấu trúc một cách chi tiết và cung cấp những hiểu biết có giá 

trị về sự phức tạp của bộ gen và quy định gen. Việc phân tích bộ gen của 

Leishmania gặp phải một thách thức vì sự hiện diện thường xuyên của thể dị bội. 

Điều này làm ảnh hưởng đến độ chính xác của việc phát hiện tất cả các biến thể di 

truyền. 

PCR-ELISA là một phương pháp miễn dịch học để phát hiện và định lượng 

các sản phẩm PCR trực tiếp sau khi cố định DNA được đánh dấu sinh học trên một 

tấm vi mảnh bằng cách sử dụng ba bước: khuếch đại, cố định và phát hiện. Gen đích 

được khuếch đại bằng PCR với sự hiện diện của digoxigenin-11-dUTP (DIG-

dUTP). Các sản phẩm PCR được đánh dấu DIG liên kết với các đầu dò 

oligonucleotide cụ thể được đánh dấu bằng biotin ở các đầu 5 'của chúng để chúng 

có thể được cố định trên vi tấm và các axit nucleic của chúng có thể được phát hiện. 

PCR-ELISA nhạy hơn PCR thông thường, có thời gian phân tích ngắn hơn và giới 

hạn phát hiện thấp hơn nhưng không phân biệt được giữa các loài [54, 169]. 

PCR-HRM (High Resolution Melting) đo sự thay đổi cường độ huỳnh 
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quang của thuốc nhuộm xen kẽ DNA trong quá trình phân ly DNA sợi kép 

(dsDNA) thành DNA sợi đơn (ssDNA). PCR-HRM có thể phát hiện các lựa chọn 

thay thế dsDNA và phân biệt các loài Leishmania khác nhau dựa trên thành phần, 

chiều dài, hàm lượng GC và tính bổ sung của sợi [75, 121]. 

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) là một phương 

pháp phát hiện sự thay đổi giữa các mẫu của đoạn DNA được tạo ra bằng cách phân 

hủy bằng enzym giới hạn được hiển thị bằng phương pháp điện di trên gel. Các 

RFLP này được tạo ra bởi các nucleotide thay thế tại các vị trí hạn chế và thường 

được sử dụng làm điểm đánh dấu trên bản đồ liên kết di truyền. Sự thay đổi chiều 

dài và sự khác biệt về số lượng, kiểu mẫu của các mảnh có thể được sử dụng 

để phân biệt các loài Leishmania [30, 112], đặc biệt khi áp dụng cho ITS1 [152] và 

mini-exon [114] hoặc hsp70 [115]. 

1.3.5. Bệnh do Leishmania và một số đặc điểm dịch tễ 

1.3.5.1. Dịch tễ học bệnh do Leishmania trên thế giới 

Bệnh do Leishmania vẫn là một trong những căn bệnh bị lãng quên trên thế 

giới trước khi TCYTTG nhấn mạnh việc cần phải kiểm soát bệnh này. Bệnh ảnh 

hưởng đến phần lớn những người nghèo ở các nước đang phát triển; 350 triệu người 

được coi là có nguy cơ nhiễm bệnh do Leishmania, và khoảng 2 triệu trường hợp 

mới xảy ra hàng năm [182]. Trong báo cáo về gánh nặng y tế của các bệnh truyền 

nhiễm và ký sinh trùng trên toàn thế giới, Hotez đã xếp bệnh do Leishmania đứng 

thứ 9 với 2.357.000 ca bệnh hằng năm chủ yếu xảy ra ở Châu Phi, Đông Nam Á, 

Đông Địa Trung Hải, Tây Thái Bình Dương, Châu Mỹ và Châu Âu trong đó khu 

vực Đông Nam Á là nặng nề nhất với khoảng 67,3% tổng số ca mắc của toàn thế 

giới [77].  

Đến năm 2010 khoảng 0,2 - 0,4 triệu trường hợp VL và 0,7 - 1,2 triệu trường 

hợp CL xảy ra mỗi năm. Hơn 90% các trường hợp VL toàn cầu xảy ra ở sáu quốc gia: 

Ấn Độ, Bangladesh, Sudan, Nam Sudan, Ethiopia và Brazil. Bệnh do Leishmania ở da 

phân bố rộng rãi hơn, với khoảng 1/3 số trường hợp xảy ra ở mỗi khu vực trong số ba 

khu vực dịch tễ học, châu Mỹ, lưu vực Địa Trung Hải và Tây Á (từ Trung Đông đến 

Trung Á). Mười quốc gia có số ca mắc ước tính cao nhất là Afghanistan, Algeria, 
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Colombia, Brazil, Iran, Syria, Ethiopia, Bắc Sudan, Costa Rica và Peru, cùng chiếm 70 

đến 75% tỷ lệ mắc CL ước tính toàn cầu. Dữ liệu về tử vong rất thưa thớt và thường chỉ 

đại diện cho các trường hợp tử vong tại bệnh viện. TCYTTG năm 2010 ước tính đến 

năm 2012 có khoảng 20.000 đến 40.000 ca tử vong do bệnh do Leishmania mỗi năm 

[34]. Chính vì những lý do này và dựa vào kiến nghị của Hội đồng Y tế thế giới vào 

năm 2007, TCYTTG đã triệu tập một Ủy ban chuyên gia về bệnh do Leishmania vào 

tháng 3/2010, sau đó đã ban hành báo cáo kỹ thuật cập nhật đầu tiên về bệnh do 

Leishmania trong hơn 20 năm [182]. 

Tỷ lệ mắc kala-azar (thể bệnh VL) trên toàn cầu hàng năm được báo cáo là 

58.200 người trong đó 42.619 người xuất phát từ các nước trong lục địa Ấn Độ. Tuy 

nhiên, số lượng người mắc thực tế có thể cao hơn rất nhiều và số ca mắc kala-azar 

hàng năm được ước tính trên toàn cầu và Ấn Độ lần lượt là 201.500 – 378.500 VL 

và 160.000 – 320.000 CL. Các đợt dịch bùng phát tiếp tục xảy ra khiến tỷ lệ tử vong 

cao, trong đó một đợt bùng phát đang diễn ra ở Nam Sudan. Tại Ấn Độ, số ca kala-

azar giảm từ 32.803 ca năm 2005 xuống 24.212 ca năm 2009 (mặc dù số ca mắc 

bệnh tăng trong năm 2010 lên 28.941 ca và xu hướng có thể tiếp tục tăng trong năm 

2011); tỷ lệ tử vong giảm từ 157 người năm 2005 xuống còn 105 người năm 2010 

và 66 người năm 2011 [183]. 

Tại Trung Quốc các báo cáo từ năm 2004 đến năm 2010 ghi nhận 2832 ca 

bệnh tại 5 tỉnh Tân Cương, Cam Túc, Sơn Tây, Thiểm Tây và Tứ xuyên. Số ca bệnh 

hàng năm tại Trung Quốc dao động từ 351 - 539 ca/năm với trung bình 405 ca 

bệnh/năm. Ở Trung Quốc lưu hành cả hai thể bệnh CL và VL, số liệu năm 2008 tại 

quốc gia này cho thấy 318 ca mắc VL. Các ca mắc CL tại Tân Cương vào khoảng 1 

- 5 ca/10.000 dân, 4 tỉnh còn lại ghi nhận ca bệnh CL ở mức dưới 1 ca/10.0000 dân. 

[34] (Hình 1.19). 
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Hình 1.19. Bệnh do Leishmania được tổng hợp tại Trung Quốc 2004-2010 [34] 

Tại Thái Lan trường hợp nhiễm VL đầu tiên báo cáo vào năm 1960, tuy 

nhiên hệ thống báo cáo hàng năm tại quốc gia này không được duy trì liên tục đến 

năm 1977 ca bệnh VL tiếp theo mới được ghi nhận. Trong giai đoạn từ 1960 đến 

2010 chỉ có 28/50 năm ghi nhận có ca bệnh VL.  

 
Hình 1.20. Bệnh do Leishmania được tổng hợp tại Thái Lan 2004-2010 [34] 

Năm ghi nhận số ca mắc cao nhất của Thái Lan là năm 1987 với 24 ca VL 

và, tiếp đến là 11 ca bệnh vào năm 1997. Từ năm 1981 - 1986 số ca mắc VL trung 

bình hàng năm tại Thái Lan là 3,6 ca/năm. Từ năm 2006 - 2010 số ca mắc VL tại 

Thái Lan trung bình còn 2 ca/năm. [34] (Hình 1.20). 
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1.3.5.2. Dịch tễ học bệnh do Leishmania tại Việt Nam 

Trường hợp bệnh đầu tiên được báo cáo vào năm 1978, bệnh nhân nữ sống ở 

Lục Nam, Bắc Giang nhưng sinh tại Cẩm Giàng, Hải Dương đã tử vong ở Bệnh 

viện Quân y 103 có liên quan đến ký sinh trùng Leishmania.  

 
Hình 1.21. Bệnh do Leishmania được báo cáo tại Việt Nam [180] 

Trường hợp thứ 2 được ghi nhận vào năm 1984 tại Bệnh viện Nhi Trung 

ương. Bệnh nhân 6 tuổi, đã tử vong, tìm thấy ký sinh trùng Leishmania trong gan, 

lách, phổi và hệ bạch huyết [12]. Năm 2001, Bệnh viện Việt Nam - Thụy Điển, 

Uông Bí, Quảng Ninh báo cáo 3 trường hợp bệnh nhiễm Leishmania nội tạng, đồng 

nhiễm vi rút HIV, kèm theo gan to, lách to, rối loạn tiêu hóa và sốt dai dẳng. Xét 

nghiệm bằng PCR thấy dương tính với Leishmania [6]. Tháng 7/2018, Bệnh viện 

Đa khoa Huế báo cáo một bệnh nhân, ở Quảng Bình nhiễm Leishmania, đồng 

nhiễm HIV từ năm 2016, bệnh nhân có các triệu chứng sốt cao, suy dinh dưỡng, 

khó chịu ở bụng, tiêu chảy, viêm phổi, gan và lách to [132] (Hình 1.21). 
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1.3.6. Đặc điểm lâm sàng, điều trị và phòng ngừa 

Theo đặc điểm lâm sàng, có thể chia thành 3 thể bệnh sau: 

1.3.6.1. Bệnh do Leishmania ở da (CL-cutaneous Leishmaniasis) 

Bệnh do Leishmania cư trú ở da (CL), thời gian ủ bệnh vài tuần đến vài 

tháng. Triệu chứng ban đầu ngay khi bị tấn công bởi muỗi cát gây các nốt sần; hiếm 

khi lây lan sang các mạch bạch huyết và các nút bạch huyết. sau khi chữa sẽ để lại 

sẹo. Tác nhân gây bệnh là nhiễm L. major hoặc L. tropica [84].  

Bệnh do Leishmania ở da chiếm 50 - 75% các trường hợp mới mắc và là thể 

nhẹ nhất, ký sinh trùng gây lở loét da. Các vết loét thường phát triển trong một vài 

tuần hay vài tháng sau khi muỗi cát đốt. Các vết loét có thể thay đổi kích thước và 

hình dạng theo thời gian, có thể bắt đầu như là sẩn (da gà) hoặc nốt (cục u) và có 

thể kết thúc như loét (giống như một ngọn núi lửa, với một cạnh nâng lên và miệng núi 

lửa trung tâm); loét da có thể được bao phủ bởi một lớp vảy. Các vết loét thường là 

không đau nhưng một số trường hợp có thể gây đau. Một số người có sưng hạch ở các 

vết loét (ví dụ, dưới cánh tay nếu vết loét trên cánh tay hoặc bàn tay). 

Các biến chứng của CL: liên quan chủ yếu tới các thể DCL, CCL và MCL (ở 

Tân thế giới). HIV/AIDS và các tình trạng suy giảm miễn dịch khác làm tăng nguy 

cơ thương tổn niêm mạc và nội tạng, tái phát sau điều trị. Các biến chứng khác là 

sẹo, biến dạng và những vấn đề tinh thần do kỳ thị xã hội [84]. 

1.3.6.2. Bệnh do Leishmania nội tạng (VL- visceral Leishmaniasis) 

Bệnh do Leishmania cư trú ở cơ quan nội tạng, thời gian ủ bệnh trong hầu 

hết các trường hợp 3-6 tháng, cũng có trường hợp vài tuần đến vài năm. Các triệu 

chứng chứng chính sốt, sung lách, tăng Ig gamma máu, thiếu máu cấp tính, giảm 

bạch cầu. 

Bệnh do Leishmania nội tạng làm ảnh hưởng đến nhiều cơ quan nội tạng 

(thường là nách, gan và tủy xương) và có thể đe dọa tính mạng. Thời gian ủ bệnh và 

mắc bệnh thay đổi. Đặc điểm chính của VL là sốt dao động kéo dài, giảm bạch cầu, 

thiếu máu, gan to, tăng gammaglobulin trong máu. Các đặc điểm khác bao gồm gầy 

mòn, “bàn chân cháy” (burning feet) do bệnh lý thần kinh ngoại vi, rối loạn gan, 

tiêu hóa, chảy máu cam, hạch to. Các thương tổn da xuất hiện sau đó, bao gồm các 
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dát tăng sắc tố màu tro xám ở thái dương, xung quanh miệng, ở bụng bàn tay, bàn 

chân ở những người da sáng màu. Vì thế, tên gọi kala-azar (trong tiếng Hindu nghĩa 

là bệnh đen). Các triệu chứng khác bao gồm giảm sắc tố của lông, tóc và da (ở 

những bệnh nhân người Kenya), các nodule ở da và loét niêm mạc (ở những bệnh 

nhân người Sudan), xuất huyết, vàng da. 

Nếu không điều trị bệnh nhân sẽ tử vong trong vòng hai năm do biến chứng 

suy mòn và nhiễm khuẩn thứ phát. Thiếu máu tan máu, tổn thương thận cấp, chảy 

máu niêm mạc là các triệu chứng ít gặp hơn. Xác định ký sinh trùng trong lách 

(nhạy nhất), tủy xương ức, hạch lympho, máu, gan, hầu họng hoặc da [84]. 

1.3.6.3. Bệnh do Leishmania ở da và niêm mạc (MCL: mucocutaneous 

Leishmaniasis) 

Bệnh do Leishmania ở da và niêm mạc ít phổ biến. Đây có thể là một di 

chứng của bệnh do Leishmania: một số loại ký sinh trùng có thể lây lan từ da và gây 

ra lở loét ở niêm mạc mũi (vị trí phổ biến nhất), miệng hoặc cổ họng. Cách tốt nhất 

để ngăn chặn bệnh do Leishmania ở da và niêm mạc là phải điều trị hiệu quả nhiễm 

trùng da ban đầu [84]. 

1.3.6.4. Điều trị và phòng ngừa 

Điều trị VL thường được thực hiện với các chất thuộc nhóm pentavalent 

antimonials (meglumin antimonat, natri stibogluconat) pentamidin, hoặc 

amphotericin B. Tỷ lệ tái phát là tương đối cao, đặc biệt là bệnh nhân HIV. 

Miltefosine, một ankylphotpholipit kháng u mới được phát triển, dùng theo đường 

uống, đã được chứng minh là có hiệu quả chống lại VL. Các dạng khác nhau của 

CL (ví dụ L. major và L. Tropica) có thể bị ảnh hưởng bằng cách tiêm antimon vào 

vết tổn thương do Leishmania cư trú ở niêm mạc (L. braziliensis) được điều trị có 

hệ thống với antimon (xem ở trên, amphotericin B, hoặc pentamidine). Điều trị hóa 

trị hiệu quả chưa được nghiên cứu phát triển. Do đó, điều quan trọng là ngăn không 

cho muỗi cát hút máu, bằng cách dùng "lưới chống muỗi" mắt nhỏ có tẩm chất diệt 

côn trùng. Kiểm soát vectơ liên quan đến sử dụng thuốc diệt côn trùng và loại bỏ 

nơi sinh sản của chúng [182]. 
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CHƯƠNG 2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
 

Sơ đồ nghiên cứu của 3 mục tiêu 
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2.1. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU MỤC TIÊU 1 

o Nội dung: Xác định thành phần loài và một số đặc điểm phân bố của muỗi 

cát tại 6 tỉnh miền Bắc Việt Nam thu thập năm 2016.  

2.1.1. Địa điểm nghiên cứu 

Sáu tỉnh được lựa chọn cho nghiên cứu là tỉnh có biên giới với Trung Quốc 

hoặc trước đây đã ghi nhận có lưu hành của muỗi cát hoặc ghi nhận bệnh nhân 

nhiễm Leishmania bao gồm: Quảng Ninh, Ninh Bình, Lạng Sơn, Lào Cai, Hà Giang 

và Sơn La. (Hình 3.1) 

2.1.2. Đối tượng nghiên cứu: Muỗi cát (Sand fly), ngành Chân khớp (Arthropoda), 

lớp: Côn trùng (Insecta), bộ: Hai cánh (Diptera), Họ: Psychodidae, Giống: 

Phlebotominae.   

2.1.3. Thời gian thu mẫu: Từ tháng 30/5/2016 đến tháng 13/10/2016  

2.1.4. Thiết kế nghiên cứu: Điều tra mô tả cắt ngang 

2.1.5. Cỡ mẫu 

Sử dụng phương pháp chọn mẫu toàn bộ. Tất cả các cá thể muỗi cát được thu 

thập bằng bẫy đèn tại thực địa đều được đưa vào nghiên cứu.  

Các bẫy đèn được đặt trong nhà, xung quanh nhà, sinh cảnh tự nhiên chia 

theo 6 loại sinh cảnh: Trong nhà, chuồng gia cầm, chuồng gia súc, chuồng lợn, 

chuồng chó, hang. Thực tế nghiên cứu đã đặt 428 bẫy và ghi nhận 2585 cá thể muỗi 

cát được thu thập. 

2.1.6. Phương pháp thu thập muỗi cát tại các sinh cảnh khác nhau  

2.1.6.1. Phương pháp thu mẫu 

Sử dụng bẫy đèn CDC (CDC miniature light traps, John W. Hock Co. FL, 

U.S. A.) để thu thập muỗi cát. Phương pháp bẫy này có ưu điểm là bắt sống và giữ 

côn trùng trong tình trạng tốt. Bẫy dựa trên sự ưa ánh sáng của côn trùng. Bẫy có 

một ống hình trụ bằng nhựa, với một hệ thống hút có động cơ nối với một cái quạt 

nhỏ. Trên quạt có một đèn mờ nhỏ đặt ở giữa một tấm lưới kim loại trong phần trên 

của ống hình trụ. Tấm lưới ngăn không cho côn trùng lớn vào bẫy. Hệ thống này 

dẫn dụ côn trùng vào một cái lồng bằng vải tuyn trắng. Hệ thống sử dụng 4 
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pin/1,5V và phải chạy liên tục cho đến khi thu thập xong. Mỗi điểm đặt từ 2 đến 9 

bẫy đèn tùy thuộc vào sinh cảnh (trong nhà, ngoài nhà, khu vực chuồng gia cầm, gia 

súc, chuồng chó, hang động) trong khoảng thời gian từ 6 giờ chiều ngày hôm trước 

đến 9 giờ sáng ngày hôm sau. Tổng số có 428 bẫy đèn được đặt tại 116 điểm thu 

mẫu phân bố ở 6 tỉnh.  

2.1.6.2. Phương pháp sàng lọc muỗi cát tại thực địa 

- Dụng cụ, trang thiết bị và hoá chất: Bình nitơ lỏng hoặc đá khô, kính lúp hai 

thị kính, tube 1,5ml, chổi cọ, panh gắp, khay men trắng, ethanol, nước cất khử trùng. 

- Các bước thực hiện:  

Muỗi thu được tại thực địa được chuyển mẫu nhiệt độ -80oC hoặc -20oC/20 - 

30 phút để giết các côn trùng thu được. Sau đó, muỗi được đổ ra khay và dùng chổi 

cọ quét sạch muỗi dính trên túi net. Muỗi cát được sàng lọc dưới kính lúp hai thị 

kính ở độ phóng đại 60 lần.  

Phân biệt muỗi cát với các loại muỗi-côn trùng khác dựa vào các đặc điểm 

hình thái học đặc trưng sau:   

• Muỗi cát: kích thước khoảng 3 - 4 mm, màu vàng nhạt hoặc trắng, trên 

chân, cánh, thân đều có lông. Muỗi cát có 2 cánh mảnh, cơ thể không có vảy. Cơ thể 

muỗi cát chia làm 3 phần rõ rệt: đầu, ngực, bụng.  

• Phần đầu muỗi cát: vòi theo kiểu chích hút. Đầu muỗi, hơi gù, chúc xuống, 

góc đầu - vòi so với lưng - bụng vào khoảng 75o tương tự muỗi. Vòi ngắn, dài bằng 

đường kính đầu, ăng ten muỗi cát dài chia thành 16 đốt, đốt đầu tiên ngắn nhất và 

có hình dạng tròn. Mắt muỗi cát là mắt kép to, đen, nổi bật rõ rệt, kích thước hai 

mắt bằng khoảng ½ diện tích đầu. 

• Chân của muỗi dài và mảnh, gần gấp hai lần chiều dài cơ thể. Cánh muỗi 

hình bầu dục. Hai cánh của loài muỗi cát không khép áp vào thân mà thường dựng 

đứng trên thân tạo thành hình chữ V.  

• Bụng muỗi có 6 đốt, uốn hơi cong, thuôn dài và nhỏ dần về phía đuôi, 

không có vảy sáng trên lưng bụng.  

Lưu mẫu:  Muỗi đực: cất giữ tube 1,5ml chứa cồn 70%. 
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        Muỗi cái: cất giữ trong tube 1,5ml trong ni tơ lỏng. 

Khi kết thúc toàn bộ chuyến hành trình tại thực địa, mẫu sẽ được chuyển 

trong bình nitơ lỏng để vận chuyển về Phòng thí nghiệm Côn trùng, động vật y học, 

Viện VSDTTƯ.  

2.1.7. Phương pháp làm tiêu bản 

Thực hiện tại Khoa Côn trùng và động vật y học - Viện VSDTTƯ. 

- Dụng cụ trang thiết bị và hoá chất sử dụng: Kính lúp điện tử Nikon 

SMZ745T, giá lạnh, khay ngâm mẫu, tủ sấy mẫu, hộp tiêu bản, lam kính, lamen, 

kim mổ, pipet, nước cất, potassium hydroxide (KOH), ethanol, acid acetic, chloral 

hydrat, dầu đinh hương, Euparal. 

- Các bước thực hiện:  

• Chuẩn bị hóa chất: Pha hóa chất Marc André, dung dịch KOH 10% 

Dung dịch Marc André 1x nx  Dung dịch KOH 10% 1x nx 

Acid acetic (ml) 30 30 x n 
 Potassium hydroxide 

(KOH) (g) 
10 10 x n 

Chloral hydrat (g) 40 40 x n  Nước cất (ml)  100 100 x n 

Nước cất (ml) 30 30 x n     

• Pha dung dịch ethanol 70o, 90 o 

• Chuyển mẫu lên lam kính, đặt lam kính trên giá lạnh và thao tác dưới vi 

trường của kính lúp điện tử.  

• Kiểm tra, ghi nhận thông tin mẫu vào phiếu sau đó điều chỉnh độ phóng 

đại sao cho nhìn rõ các bộ phận cần thao tác.  

• Tách phần đầu muỗi cát và bộ phận sinh dục, ngâm trong dung dịch KOH 

10%/2 giờ, phần ngực bụng chuyển sang tube vô trùng 1,5ml bảo quản -80oC.  

• Mẫu được rửa lại bằng nước và ngâm trong nước cất 2 giờ để loại bỏ hết 

KOH. Chuyển mẫu sang dung dịch Marc André/10 giờ để làm trong mẫu.  

• Tiếp tục ngâm mẫu trong nước cất 10 giờ.  

• Chuyển mẫu sang dung dịch ethanol 70o trong 20 phút, ethanol 90o trong 

20 phút và ethanol 100o trong 20 phút. 



52 

 

• Chuyển mẫu sang dung dịch dầu đinh hương ngâm trong 10 giờ.  

• Tiến hành gắn lamen bằng Euparal.  

• Sấy khô tiêu bản ở nhiệt độ 50oC, có thể lưu giữ tiêu bản trong 3 tháng. 

2.1.8. Phương pháp định loại muỗi 

Định loại dựa trên theo khóa định loại của Lewis (1978, 1987) và Killick 

Kendrick và cs. (1991) bổ sung thêm so sánh hình thái, đặc điểm phần đầu, phần 

phụ sinh dục, túi chứa tinh, hầu, với mô tả của Newstead (1911),  Raynal (1936), 

Abonnenc E. 1972, Johnson H. 1991 và Lewis 1982 [15, 23, 81, 98-100]. Hình ảnh 

tiêu bản được quan sát bằng hệ thống camera trên kính hiển vi điện tử nilkon E600 

và phân tích hình ảnh với phầm mềm NIS-Elements. Các hình ảnh kết quả định loài 

được gửi và khẳng định tại Viện nghiên cứu Montpellier, Cộng hòa Pháp (IRD).  

2.1.9. Các chỉ số đầu ra trong nghiên cứu 

Độ phong phú: RA = (Tổng số cá thể loài/Tổng số cá thể bắt được) x 100 

Mật độ: D = Tổng số cá thể loài/Tổng số bẫy đặt/Số ngày đặt bẫy 

Mức ý nghĩa: Mean = Tổng số cá thể thu được/Tổng số bẫy đặt 

Số loài: SR = Số loài ở sinh cảnh thu thập (bao gồm cả Se. sp2 và Se. sp3). 

2.1.10. Nhập liệu và phân tích 

Số liệu được nhập bằng Excel, phân tích bằng phầm mềm Stata ver 14 

(StataCorp LLC) và Excel. Hình ảnh được chụp và đo đạc bằng phần mềm NIS-

Elements. Sử dụng phân tích thống kê Kruskal–Wallis test để so sánh phân bố của 

muỗi cát theo tỉnh và theo sinh cảnh. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU MỤC TIÊU 2 

Nội dung: Mô tả thực trạng nhiễm Flavivirus ở muỗi cát tại địa điểm nghiên cứu. 

2.2.1. Địa điểm nghiên cứu: Khoa Côn trùng và Động vật Y học 

2.2.2. Đối tượng nghiên cứu:  Các vi rút trong chi Flavivirus, họ Flaviviridae 

trong mẫu muỗi cát thu thập tại mục tiêu 1. 

2.2.3. Thiết kế nghiên cứu: Mô tả cắt ngang có phân tích phòng thí nghiệm 

2.2.4. Cỡ mẫu: Toàn bộ mẫu ngực bụng của muỗi cát cái được thu thập: 1009 mẫu. 
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2.2.5. Sinh phẩm và trang thiết bị 

- Sinh phẩm tách chiết DNA/RNA:  

 + Proteinase K: Cat No 163048708 – Qiagen 

 + β-mercaptoethanol 48,7%: Part No Z523c, Promega 

 + Chloroform: isoamyl alcohol (24:1): Cat No C0549-1PT– Sigma 

 + 2-propanol: Cat No 1906342500 – Merck 

 + Dung dịch CTAB (Cetyltrimethyl Ammonium Bromide): 

Dung dịch CTAB 1x nx 

CTAB (g) 10 10 x n 

Tris (PH 8.0, 1M) (ml) 50 50 x n 

EDTA (PH 8.0, 0.5M) (ml) 20 20 x n 

Nước cất (ml) 1000 1000 x n 

       Sấy khử trùng trước khi sử dụng 

-Sinh phẩm PCR:  

+ QIAGEN Onestep RT-PCR ( Cat No 210212 - Qiagen) 

+ Cặp mồi cho phản ứng RT-PCR [78]: 

Mồi Vị trí Trình tự (5’-3’) Nồng độ 

Nhóm 

Flavivirus 

cFD2 

forward 
NS5 

(9232-9258) 
GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC 50 µM 

MAMD 

reverse 
NS5 

(9006-9029) 
AACATGATGGGRAARAGRGARAA 50 µM 

-Chứng chuẩn:  

+ Chứng dương (Positive control – POS): DEN 1-4 (PTN Vi rút Arbo, Khoa 

Vi rút, Viện VSDTTƯ) 

+ Chứng âm (No Template Control - NTC): sử dụng nước cất để kiểm tra 

quá trình pha sinh phẩm hóa chất 

+ Chứng âm tách chiết (Negative Extraction Control – NEC): sử dụng nước 

cất để kiểm tra quá trình tách chiết 

-Trang thiết bị: 
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Trang thiết bị Hãng 

Phòng thí nghiệm an toàn cấp độ 2 Viện Vệ sinh dịch tễ TW 

Buồng cấy an toàn sinh học 

 (Biosafety Cabinet)- Class 2 

Bioquell – Anh 

Tủ lạnh: 40C, -200C, và -800C Sanyo – Nhật 

Máy ly tâm Effendorf 

Máy luân nhiệt PCR Biorad 

Máy sonicator Cole-Palmer 

Vortex IKA – Malaysia 

Máy soi gel tia UV hãng Gel XL Gel Mate 

Máy chạy điện di nằm Advance 

Cân điện tử Sartorius 

Lò vi sóng 850-1300W Samsung 

Máy chụp gel và phim UVP 

Tủ ấm 330C, 370C Sanyo 

Kính hiển vi lộn ngược Olympus 

- Vật tư tiêu hao:  

+ Pipet tự động vi lượng các loại: 0,5µl - 1000µl 

+ Đầu côn vô trùng các loại, có phin lọc: 0,5µl - 1000µl 

+ Pipet đa kênh, pipet có lọc 

+ Các vật liệu cần thiết khác như: Găng dùng 1 lần, giấy thấm, găng vải 

chống nhiệt... 

2.2.6. Xác định/định danh Flavivirus bằng kỹ thuật RT-PCR 

* Tách chiết DNA/RNA 

- Thao tác trên giá tích lạnh, các phần cơ thể của muỗi cát được cho vào ống 

tube 1,5 ml 

- Bổ sung thêm 300 µl dung dịch CTAB vào mỗi tube, ly tâm nhẹ, quan sát 

các mảnh mẫu nằm trọn trong dung dịch. 
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- Bổ sung thêm 10µl proteinase K và 0.6µl dung dịch β-mercaptoethanol 

nồng độ 0,2%. 

- Thêm vào 4 viên bi nghiền sau đó chuyển vào máy lắc, lắc kỹ 3 lần mỗi lần 

2 phút. Kiểm tra lại các mảnh cơ thể muỗi cát chưa tan hết thì tiến hành lắc lại. 

- Ly tâm nhẹ các tube để tránh bọt dính vào nắp và chuyển vào máy ủ ở 60°C 

trong 2 giờ. 

- Chuyển mẫu lên trên giá tích lạnh, bổ sung thêm 300 µl dung dịch 

chloroform isoamyl alcohol (24:1), trộn kỹ mẫu bằng máy lắc. 

- Ly tâm với tốc độ 14000 rpm trong 20 phút ở nhiệt độ 4°C 

- Nhẹ nhàng lấy mẫu ra khỏi máy ly tâm, dùng pipet chuyển toàn bộ dung 

dịch nổi sang tube 1.5 ml mới (nếu pipet chạm vào lớp phân tách thì tiến hành ly 

tâm lại), vất bỏ ống tube cũ. 

- Thêm 600 µl dung dịch isopropanol lạnh. 

- Ly tâm với tốc độ 14000 rpm trong 20 phút ở nhiệt độ 4°C 

- Loại bỏ hoàn toàn phần dung dịch. 

- Thêm 1 ml ethanol 70% lạnh. 

- Ly tâm với tốc độ 14000 rpm trong 5 phút ở nhiệt độ 4°C 

- Đổ bỏ toàn bộ dung dịch, mở nắp tube và để khô. 

- Bổ sung thêm 25 µl nước và để ở nhiệt độ 4°C trong 1 đêm. 

- Cất giữ mẫu ở -80 °C.  

* Phản ứng RT-PCR với cặp mồi cFD2-MAMD của Flavivirus [78]  

Sản phẩm sau khi tách chiết thu được RNA, sẽ được khuếch đại bằng phản 

ứng RT-PCR. Lượng hỗn dịch sinh phẩm và mẫu RNA cần cho một phản ứng và sẽ 

được chạy theo chu kỳ nhiệt tương ứng với mỗi loại mồi được sử dụng. 

Thành phần pha sinh phẩm cho phản ứng RT-PCR 



56 

 

 

TT Sinh phẩm Thể tích (µl) Số lượng phản ứng (N) 

1 Đệm PCR x5 4 4xN 

2 Enzym 0.8 0.8xN 

3 dNTPs 0.8 0.8xN 

4 Mồi xuôi (50 µM) 0.2 0.2xN 

5 Mồi ngược (50 µM) 0.2 0.2xN 

6 Nước cất tinh sạch 9 9xN 

7 RNA mẫu 5  

Tổng số 20  
 

o Chu kỳ nhiệt 

 Nhiệt độ (oC) Thời gian Chu kỳ lặp 

F l
av

iv
iru

s 

50 30:00 
x 1 

95 15:00 

95 0:30 

} x 35 53 0:30 

72 0:45 

72 7:00 x 1 

10 µ  
 

*Nhận định kết quả 

- Kết quả được chấp nhận khi:  

• Chứng dương: có băng đặc hiệu tương đương với kích thước của cặp mồi 

thiết kế (250 bp).  

• Chứng âm phản ứng (NTC), chứng âm tách chiết (NEC): âm tính. 

-  Mẫu âm tính với nhóm Flavivirus: sự xuất hiện sản phẩm PCR ở các vị trí 

không đặc hiệu hoặc không có sự hiện diện của sản phẩm PCR.  

- Mẫu dương tính với nhóm Flavivirus: sản phẩm PCR đặc hiệu có kích 

thước 250 bp. 

Những mẫu dương tính với nhóm Flavivirus sẽ được giải trình tự gen Sanger. 
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2.2.7. Giải trình tự gen bằng phương pháp Sanger 

Tinh sạch sản phẩm PCR 

Sử dụng sinh phẩm: ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent 

Quy trình được thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất 

- Sinh phẩm được giữ tại –30°C. Bỏ sinh phẩm ra ngoài tủ âm và giữ trên đá 

lạnh trong suốt quá trình sử dụng. 

- Trộn 5µl sản phẩm PCR với 2µl ExoSAP. Tổng thể tích phản ứng là 7µl. Ủ 

hỗn hợp phản ứng tại 37oC trong 15 phút để hủy primers và nucleotide còn lại trong 

phản ứng. Ủ hỗn dịch tại -80oC trong 15 phút để bất hoạt sinh phẩm ExoSap. Sản 

phẩm PCR sau tinh sạch được lưu giữ tại -30oC 

Tổng hợp sản phẩm PCR để giải trình tự gen (phản ứng PCR sequencing) 

 Phản ứng PCR giải trình tự được thực hiện với bộ sinh phẩm BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit. Big Dye Terminator pha loãng theo tỷ lệ 1:3 

với dung dịch đệm Big Dye buffer. Thành phần của phản ứng PCR cho kỹ thuật 

sequencing được sử dụng như sau:  

Thành phần của phản ứng Thể tích cho một mồi  
Big Dye Terminator (1:3) 2µl 
Nước không ion 5µl 
Mồi*(3,2 µM) 0,2µl 
5x Sequencing Buffer 1µl 
DNA khuôn 2µl 
Tổng số 15µl 

* Mỗi phản ứng cho một loại mồi tương ứng là cFD2 và MAMD 

Chu trình nhiệt phản ứng PCR giải trình tự: 

Nhiệt độ (oC) Thời gian Chu kỳ lặp 
96 1 phút 1 
96 10 giây  
50 5giây 25 chu kỳ 
60 4 phút  
72 10 phút 1 
4 ∞  
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Tinh sạch sản phẩm PCR giải trình tự gen  

Mục đích: loại bỏ các Bigdye terminators còn dư và các thành phần dư khác 

trong dung dịch đệm (buffers) trước khi tiến hành điện di mao quản nhằm thu được 

tín hiệu tốt hơn trên máy giải trình tự tự động.  

Phương pháp: Sản phẩm PCR giải trình tự gen được tinh sạch bằng bộ kít 
Dye Ex 2.0 Spin như sau: 

- Ly tâm cột Dye Ex ở 3000 vòng/phút trong 3 phút 

- Chuyển cột sang tube 1.5ml 

- Nhỏ mẫu lên gel bed 

- Ly tâm ở 3000 vòng/phút trong 3 phút. Loại bỏ cột 

- Thu mẫu: dung dịch thu được sau khi ly tâm cột.  
Chạy máy giải trình tự ABI 3100-AvantTM Genetic Analyser 

Thực hiện giải trình tự trên máy giải trình tự ABI 3100-AvantTM Genetic 
Analyser (Applied Biosystem, Mỹ) với gel POP-7. Phần mềm ABI PRISM® Gene 
Scan® Analysis phiên bản 3.7. Trình tự nucleotide được phân tích theo các thông số 
của phần mềm đi kèm theo máy 

- Chuyển toàn bộ dung dịch sản phẩm DNA của phản ứng PCR giải trình tự 
gen vào từng giếng tương ứng trên đĩa chạy mẫu (sample plate). 

- Đặt đĩa vào máy giải trình tự ABI 3100. 

- Khởi động phần mềm ABI PRISM® Gene Scan® Analysis phiên bản 3.7. 
- Hiệu chỉnh các thông số theo phần mềm trên và cài đặt các thông số cho 

phân tích kết quả giải trình tự (Pop7, capillary 50, sequencing v3.standard).   

2.2.8. Nhập liệu và phân tích 

Số liệu được nhập bằng Excel, phân tích bằng phầm mềm Stata ver 14 và Excel. 

Phân tích trình tự gen bằng chức năng BLAST trên NCBI, định danh trên Web 

Flavivirus Genotyping Tool Version 0.0. 

2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU MỤC TIÊU 3 

Nội dung: Mô tả thực trạng nhiễm Leishmania ở muỗi cát tại địa điểm 

nghiên cứu. 



59 

 

2.3.1. Địa điểm nghiên cứu: Khoa Côn trùng và Động vật Y học - Khoa Vi rút – 

Viện VSDTTƯ. 

2.3.2. Đối tượng nghiên cứu: Các ký sinh trùng Leishmania trên muỗi cát cái thu 

thập trong mục tiêu 1. 

2.3.3. Thiết kế nghiên cứu: Mô tả cắt ngang có phân tích phòng thí nghiệm 

2.3.4. Cỡ mẫu: Toàn bộ mẫu ngực bụng của muỗi cát cái được thu thập: 1009 mẫu. 

2.3.5. Sinh phẩm và trang thiết bị 

- Sinh phẩm tách chiết DNA/RNA: tương tự mục 2.2.5 

- Sinh phẩm Nested PCR:  

+ GoTaq (Cat No M7123, Promega) 

+ Cặp mồi cho phản ứng Nested-PCR [123] 

Mồi leishmania Vị trí Trình tự (5’-3’) Nồng độ 

Nhóm 

Leishmania 

PCR 1 

CBS2XF kDNA CGAGTAGCAGAAACTCCCGTTCA 10µM 

CBS1XR kDNA ATTTTTCGCGATTTTCGCAGAACG 10µM 

Nhóm 

Leishmania 

PCR 2 

LIR kDNA TCGCAGAACGCCCCT 10µM 

13Z kDNA TCGCAGAACGCCCCT 10µM 

-Chứng chuẩn:  

+ Chứng dương (Positive control – POS): Leishmania infantum 680 bp. 

+ Chứng âm (No Template Control - NTC): sử dụng nước không chứa 

DNase-RNase để kiểm tra quá trình pha sinh phẩm hóa chất 

+ Chứng âm tách chiết (Negative Extraction Control – NEC): sử dụng nước 

không chứa Dnase-Rnase để kiểm tra quá trình tách chiết 

- Trang thiết bị: tương tự mục 2.2.5. 

2.3.6. Phản ứng Nested PCR 

Pha sinh phẩm cho phản ứng Nested-PCR: theo hướng dẫn của bộ sinh phẩm 

Gotaq (Promega). 
 

TT Sinh phẩm Thể tích (µl) Số lượng phản ứng (N) 
1 Đệm Gotap PCR x2 12,5 12.5xN 
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2 Mồi xuôi 1.5 1.5xN 

3 Mồi ngược 1.5 1.5xN 

4 Nước cất tinh sạch 4.5 4.5xN 

5 DNA mẫu 5  

Tổng số 25  
 

• Chu trình nhiệt cho nhóm leishmania  

PCR 1 với cặp mồi CBS2XF-CBS1X  PCR 2 với cặp mồi LIR-13Z 

Nhiệt độ (oC) 
Thời 
gian 

Chu kỳ 
lặp 

 
Nhiệt độ (oC) 

Thời 
gian 

Chu kỳ 
lặp 

94 2:00   94 2:00  
94 0:30   94 0:30  

54 0:30 } x 35  56 0:30 } x 35 

72 1:00   72 1:00  

72 10:00 x 1  72 10:00 x 1 

12 µ   12 µ  

• Nhận định kết quả 

- Kết quả được chấp nhận khi:  

+ Chứng dương: có băng đặc hiệu tương đương với kích thước của cặp mồi 

thiết kế 680 bp.  

+ Chứng âm phản ứng (NTC), chứng âm tách chiết (NEC): âm tính. 

-  Mẫu âm tính với nhóm Leishmania: sự xuất hiện sản phẩm PCR ở các vị 

trí không đặc hiệu hoặc không có sự hiện diện của sản phẩm PCR.  

- Mẫu dương tính với nhóm Leishmania: các sản phẩm PCR có kích thước 

trên 500 bp. Kích thước band tương ứng: L. amazonensis MHOM/BR/73/LV78 

(517bp); L. major MHOM/ET/95/FV1 (560-570 bp); L. infantum (680 bp); L. 

tropica (750 bp) [123]. 

- Những mẫu dương tính bằng Nested-PCR được thực hiện giải trình tự gen (NGS).  

2.3.7. Phương pháp giải trình tự gen NGS (Next generation sequencing) 

Giải trình gen những mẫu dương tính với Leishmania bằng phương pháp NGS 

(Next generation sequencing) với bộ kit Nextera XT DNA Library Prep. Đồng đều thư 
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viện mẫu bằng máy ISEQ 100 sử dụng phương pháp Standard Normalization – 

Illumina.  

 
Hình 2.1. Quy trình giải trình tự gen NGS với mẫu dương tính với nhóm 

Leishmania 

Bước 1: Kiểm tra nồng độ DNA sử dụng Qubit kit 

- Chuẩn bị 2 tube cho 2 loại Standard (Qubit dsDNAHS1, HS2), mỗi mẫu 

cần đo chuẩn bị 1 tube. 

Kiểm tra nồng độ DNA sử dụng Qubit kit
• Đo độ tinh sạch bằng Nanodrop

• Điện di agarose

• Đo nồng độ bằng Quibit (đơn vị ng/ul)

• Pha loãng mẫu: 0.2ng/ul

Chuẩn bị thư viện
• Sử dụng Nextera transposome

• Ủ bằng máy PCR tại 55*C-5 phút, 

10*C

• Thao tác nhanh và liên tục

Gắn index bằng PCR
• <12 mẫu: chọn số lượng i7 và 1 i5 bất 

kỳ. Dữ liệu đọc với 1 loại index

• >=12 mẫu: dữ liệu đọc với 2 loại 

index

Tinh sạch sản phẩm PCR sau gắn Index
• Sử dụng kit AMPure XP

• Tinh sạch trên giá từ

• Dùng cồn 80%

• Sau khi tinh sạch kiểm tra lại chất lượng mẫu bằng đo 

Quibit và điện di agarose

Đồng đều thư viện mẫu ISEQ
• Pha loãng mẫu: 2nM

• Pooled thư viện

• Pha loãng thư viện: 50pM

• Chuẩn hoá trong PhilX 2%

Chạy máy 
(20ul)
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- Chuẩn bị Qubit working Solution: pha loãng Qubit reagent theo tỉ lệ 1:200 trong 

Qubit Buffer. Mỗi mẫu và standard cần chuẩn bị 200µl Qubit working solution.  

- Mix mẫu đo theo bảng: 

Thể tích Standard Assay tube (ul) Tube mẫu cần đo (ul) 

Qubit working solution  190  197  

Standard 10  - 

Mẫu  - 3  

Tổng thể tích/tube 200  200  

- Vortex mỗi tube 2-3 giây 

- Khởi động máy đo Qubit, chọn chế độ tương ứng với mục đích đo 

- Đo standard 1 và standard 2 

- Đo Sample, chọn đơn vị quy đổi ng/ul và chọn thể tích template (2µl) 

- Đo lần lượt các mẫu, ghi kết quả đo được vào biểu mẫu.  

 
Hình 2.2. Đo nồng độ DNA bằng Qubit 

Bước 2: Chuẩn bị thư viện 

Gắn Taqment 

Chuẩn bị mẫu: Pha loãng mẫu về nồng độ 0,2 ng/µl với các mẫu kích thước 

dưới 2kbp thì có thể chạy tối đa 150 mẫu 

- Ước tính số lượng mẫu tối đa có thể chạy cho 1 cardtrige theo kích thước mẫu. 

Thể tích x 1 (µl)   
TD 10 Trộn10 lần 55 oC/ 5 phút 
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DNA 5 10 oC/ ∞ 
Ngay khi nhiệt độ giảm đến 10 

oC cho NT 
ATM 5 

Trộn 10 lần 
Spin down 

NT 5  Nhiệt độ phòng 5 phút 

Tổng  25   

Gắn index 

- Tra 5µl của index i5 và 5µl của index i7 vào mỗi mẫu 

- Bổ sung 15µl NPM vào mỗi mẫu, trộn đều bằng pipet 

- Ly tâm ở tốc độ 280g trong 1 phút 

Kết thúc bước này tổng thể tích mỗi giếng là 50µl 

- Chu kỳ PCR gắn Index 

 
 
 
 
 
 
 
 

Bước 3: Tinh sạch sản phẩm PCR sau gắn Index 

- Vortex AMPure bead, spindown 
- Trộn sản phẩm PCR với bead 

o Nếu DNA đầu vào là DNA tổng số, trộn thể tích sản phẩm PCR và Bead 

theo tỉ lệ 3:2 (thể tích sản phẩm PCR là 50µl và thể tích Bead là 30µl) 

o Sản phẩm PCR kích thước nhỏ, xác định tỷ lệ AMPure bead như sau: 

Input size  

(bp) 

AMPure XP 

recommendation ratio 

AMPure XP volume (µl) 

(thể tích PCR = 50µl) 

300-500 1.8 90 

>500 0.6 30 

- Vortex tube chứa sản phẩm PCR có gắn Index và Bead trên máy trong 2 

phút, 1800rpm 

- Ủ ở nhiệt độ phòng trong 5 phút. Nếu hạt bead bắn lên trên nắp tube thì 

spin down nhẹ. 

72oC x 
5 phút 

95oC x 
30 giây 

95oC x 
10 giây 

55oC x 30 giây 

72oC x 
30 giây 

4oC x ∞ 

12 chu kì 

72oC x 
3 phút 
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- Cho tube lên giá từ và để trong 2 phút hoặc tới khi dung dịch trở nên trong 

suốt, các hạt từ bám hết lên vị trí tiếp xúc với từ. 

- Hút bỏ toàn bộ dịch nổi mà không chạm vào hạt bead. Nếu chạm vào thì trả lại 

dung dịch, chờ thêm 2 phút nữa trên giá từ để dung dịch trong suốt rồi hút bỏ dịch nổi. 

- Rửa 2 lần bằng ethanol 80% 

o Thực hiện trên giá từ 

o Bổ sung 200µl ethanol 80%, không mix 

o ủ trong 30 giây 

o Dùng pipet hút bỏ dịch 

- Có thể sử dụng pipet loại nhỏ để hút bỏ hoàn toàn ethanol 

- Để tube mở nắp, khô trong nhiệt độ phòng cho đến khi hạt bead se mặt lại 

(trong khoảng 5-10 phút tuỳ điều kiện phòng). Tránh để hạt Bead quá ướt (còn 

EtOH) hoặc quá khô (đứt gãy DNA) 

- Đặt mẫu vào khay, bổ sung 52.5µl RSB vào mỗi mẫu 

- Sử dụng votex, shaking ở 1800rpm trong 2 phút, spindown 

- Ủ ở nhiệt độ phòng trong 2 phút 

- Đặt mẫu lên giá từ, đợi dịch trong (khoảng 2 phút) 

- Dùng pipet thu hồi 50µl dịch trong chứa DNA đã tinh sạch 

- Kiểm tra chất lượng thư viện bằng phương pháp: 

o Đo Qubit: đo nồng độ  

o Điện di agarose: kiểm tra kích thước band 

Bước 4: Đồng đều thư viện mẫu 

- Dựa vào kết quả đo nồng độ và kết quả chạy điện di là 300bp, đồng đều 

mẫu về 2 thư viện: 

o Các mẫu 1,6,7,10,11,12,13,14,15,16,17,18 đồng đều về nồng độ 0,2nM 

o Các mẫu 2,3,4,5,8,9,19,20 đồng đều về nồng độ 1nM 

- Trộn lẫn thư viện, lấy các thể tích đồng đều  5µl mỗi mẫu  

- Pha loãng thư viện tổng về nồng độ 50pM trong RSB (pha loãng 40X) 

o Ví dụ: thư viện tổng 50pM =10µl mẫu pool + 390µl RSB 

o Thư viện đã pha loãng phải dùng ngay trong ngày 
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Bước 5: Giải trình tự ISEQ 

Hoá chất, sinh phẩm 

 Bảo quản Sử dụng 

Cartrige -20°C  Rã đông trước khi sử dụng 
Flow cell 2°C - 8°C Để ở nhiệt độ phòng từ 10-15 phút, mở khi sử dụng 

- Rã đông cartrige theo 1 trong 3 phương pháp sau, không kết hợp các 

phương pháp. Không sử dụng cartrige rã đông nhiều lần. 

Phương pháp Thời gian Hướng dẫn 
Tan trong 

nước 20°C -
25°C 

6 giờ, không 
quá 18 giờ 

o Sử dụng 6 lít nước để làm tan cartridge 
o Điều chỉnh nước trong bể ổn nhiệt ở 25°C hoặc trộn nước 
nóng với nước lạnh trong khoảng nhiệt độ 20°C -25°C 
o Để mặt túi đựng cartridge hướng lên trên và ngập 
trong nước, để vật nặng ~2kg lên trên để ngăn không 
cho túi nổi lên trên. 
o Không để nhiều túi đựng cartridge cùng tan trong 
nước, trường hợp này nên làm tan bằng phương pháp 
nhiệt độ phòng  

Trong tủ lạnh 
2°C -8°C 

36 giờ, 
không quá 

72 giờ 

Để túi đựng cartridge trong tủ lạnh, mặt túi hướng lên 
trên, các mặt xung quang đều có không khí lưu thông 
kể cả mặt đáy. 

Nhiệt độ 
phòng, 20°C -

25°C 

9 giờ, không 
quá 18 giờ 

Để túi đựng cartridge trên bàn trong phòng thí nghiệm, 
mặt túi hướng lên trên, các mặt xung quang đều có 
không khí lưu thông kể cả mặt đáy. 

Các bước thực hiện 

- Load cartridge: 

o Sau khi đã làm tan đông cartridge theo hướng dẫn, mở gói kim loại bọc 

cartridge. Tránh ánh sáng trực tiếp từ cửa sổ. 

o Trộn đều hoá chất trong khay đựng bằng cách lắc 5 lần. 

o Gõ khay cartridge lên mặt bàn 5 lần (mặt khay hướng lên trên) cho các 

hoá chất không còn sót trên thành và mặt trên. 

o Dùng đầu tip cắm trực tiếp vào vị trí loading trên cartrige, nhẹ nhàng di 
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chuyển đầu tip vòng tròn để mở rộng vị trí loading 

o Dùng pipet hút 20µl Labrary loading nhả vào vị trí loading trên cartrige 

o Mở gói đựng Flow cell. Sử dụng ngay trong vòng 24 giờ sau khi mở gói. 

Chỉ chạm vào phần nhựa của flow cell, tránh chạm vào bề mặt kính, sensor… 

o Cầm flow cell nằm ngang, mặt nhãn hướng lên trên, cho vào cartridge. 

Thao tác với máy ISEQ xem hướng dẫn sử dụng máy 

Bước 6: Phân tích và xử lý số liệu  

Dữ liệu sau khi giải trình tự, sử dụng file FastQ để phân tích. Phân tích bằng 

phần mềm CLC Genomics Workbench 11.0 (Qiagen, Đức). Đây là một phần mềm 

thương mại có bản quyền dành riêng cho việc phân tích các kết quả giải trình tự gen 

thế hệ mới. 

Các bước tiến hành như sau: Import dữ liệu vào phần mềm, kiểm tra chất 

lượng trình tự, tiến hành cắt adapter và các nucleotide nhiễu ở hai đầu trình tự, loại 

bỏ các đoạn chất lượng thấp hoặc quá ngắn, phân tích denovo để tạo các contig, 

chọn các contig phù hợp blast lên NCBI. 

• Import dữ liệu: Trong phần mềm CLC Genomics Workbench, tiến hành 

import dữ liệu giải trình tự NGS vào. Mỗi mẫu gồm có 2 file fastq đuôi *.R1 và 

*.R2, tiến hành gộp 2 file read này vào 1 mẫu được một file duy nhất trong phần 

mềm. Chú ý chọn các tính năng phù hợp với trình tự: phương pháp giải trình tự, 

đoạn đọc paired reads hay single read… 

• Kiểm tra chất lượng trình tự: Các trình tự được kiểm tra chất lượng giải 

trình tự bằng thao tác Create sequencing QC report. Bước này sẽ giúp đánh giá 

được chất lượng giải trình tự của từng mẫu. 

• Trims: Dựa vào chất lượng giải trình tự, chọn thông số tiến hành chỉnh 

sửa các reads. Cắt adapter và các nucleotide tín hiệu xấu ở hai đầu trình tự, loại 

bỏ các đoạn có trình tự ngắn (dưới 20 nucleotide) hoặc nhiều các nucleotide 

chất lượng thấp. 

• Phân tích Denovo: Các reads sau khi được chỉnh sửa sẽ tiến hành phân tích 

denovo để tạo ra các contig. Tuỳ thộc vào mẫu mà số lượng và chiều dài contig sẽ 

khác nhau. 
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• Lựa chọn contig: Mỗi mẫu tiến hành sắp xếp các trình tự contig theo thứ tự 

từ trên xuống dưới. Lựa các trình tự contig có kích thước trên 200 bp của mỗi mẫu 

để tạo dánh sách riêng tiến hành phân tích. 

• Blast: Các contig được lựa chọn sẽ được blast lên cơ sở dữ liệu trình tự gen 

của NCBI để tiến hành so sánh. Dựa vào các kết quả đó để tìm xem có phải tác 

nhân đang nghiên cứu hay không. 

Xây cây phát sinh chủng loại 

- Trình tự nhóm Leishmania trên thế giới được lựa chọn làm trình tự tham 

khảo: Brazil 2012, Senegal 2016, Iran 2019, Bắc Phi 2020. Các trình tự này cùng 

với các trình tự nhóm Leishmania trong nghiên cứu được sắp xếp, so sánh bằng 

phần mềm MEGA X. 

- Cây phát sinh chủng loại được xây dựng dựa trên phương pháp Maximum 

likelihood, mô hình GTR+G và bootstrap 1000. 

2.3.8. Phân tích bữa ăn máu 

Cỡ mẫu: DNA của muỗi cát cái được ghi nhận no máu và dương tính với 

Leishmania sẽ được dùng để xác định các bữa ăn máu. Việc này nhằm xác định 

chủng Leishmania này liên quan đến bữa ăn máu của muỗi cát là máu người hay 

động vật. Tuy nhiên trong nghiên cứu này chúng tôi không tiến hành phân tích 

bữa ăn máu do các mẫu dương tính với Leishmania trong đề tài đều không ghi 

nhận có máu. 

2.3.9. Nhập liệu và phân tích  

Số liệu được nhập bằng Excel, phân tích bằng phầm mềm Stata ver 14 và 

Excel. Dữ liệu sau khi giải trình tự, sử dụng file FastQ để phân tích. 
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Chương 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 
 

 

3.1.  THÀNH PHẦN LOÀI VÀ MỘT SỐ ĐẶC ĐIỂM PHÂN BỐ CỦA MUỖI 

CÁT TẠI 6 TỈNH MIỀN BẮC VIỆT NAM, 2016-2018 

3.1.1. Thành phần loài muỗi cát theo giống, mật độ và độ phong phú 

Trong năm 2016, bằng bẫy đèn CDC, nghiên cứu đã thu thập được 2585 con 

muỗi cát, trong đó có 1511 con đực (58,5%) và 1049 con cái (40,6%) với tỉ lệ 

đực/cái là 1,44. Có 25 mẫu (0,9%) bị hư hại các cơ quan không thể phân biệt 

đực/cái. Mật độ muỗi cát trong cả đợt thu thập bằng tổng số 428 bẫy trong thời gian 

23 đêm là 0,26 con/bẫy/đêm (Bảng 3.1). 

Trong 2 năm (2017-2018), 2560 mẫu muỗi cát đã được làm tiêu bản và định 

loại, trong đó có 127 tiêu bản (4.91%) không được định loại do các bộ phân quan 

trọng bị phá hủy. 2458/2560 mẫu muỗi cát được định loại đến giống, trong đó 1301 

tiêu bản đã được định loại đến loài và 1157 tiêu bản được định loại đến giống hoặc 

phân giống. Kết quả định loại cho thấy có 5 giống muỗi cát: Sergentomyia (n=2067, 

79,96%) chiếm tỷ lệ cao nhất, tiếp đến là Phlebotomus (n=340; 13,15%), Chinus 

(n=31, 1,2%), Idiophlebotomus (n=14, 0,54%) và Grassomyia (n=6; 0,23%).  

Tổng số 13 loài đã được định danh, trong đó Sergentomyia có 7 loài 

[Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica, Sergentomyia (Parrotomyia) brevicaulis 

group, Segentomyia (Parrotomyia) barraudi group, Sergentomyia (Sergentomyia) 

bailyi, Sergentomyia (Neophlebotomus) hivernus, Sergentomyia (Neophlebotomus) 

perturbans, Sergentomyia (Neophlebotomus) khawi]; Grassomyia có 1 loài 

[Grassomyia indica]; Phlebotomus có 4 loài  [Phlebotomus (Anaphlebotomus) 

stantoni, Phlebotomus (Euphlebotomus) yunshengensis, Phlebotomus (Larroussius) 

betisi, Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai] và Chinius có 1 loài [Chinius 

junlianensis]. 
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 Bảng 3.1. Số lượng, giới tính, mật độ và độ phong phú của muỗi cát theo loài 

tại 6 tỉnh miền núi phía Bắc Việt Nam, 2016 
 

Loài 
Số 

lượng 
Cái/Đực*n 

Mật 
độ 

Độ phong 
phú 

Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica 249 87/161 (*1) 0,0253 9,632  
Sergentomyia (Parrotomyia) brevicaulis 
group 

66 49/17  0,0067   2,553 

Segentomyia (Parrotomyia) barraudi group 324 303/21 0,0329 12,534 
Sergentomyia (Sergentomyia) bailyi 55 44/11  0,0056   2,128 
Sergentomyia (Neophlebotomus) hivernus 49 46/3  0,0050   1,896  
Sergentomyia (Neophlebotomus) perturbans 11 5/6  0,0011   0,426  
Sergentomyia (Neophlebotomus) khawi 25 7/18 0,0025 0,967 
Sergentomyia sp2 201 140/58 (*3)  0,0204  7,776  
Sergentomyia sp3 10 8/2  0,0010   0,387  
Sergentomyia und_sp 83 65/18  0,0084  3,211 
Sergentomyia (Neophlebotomus) sp. 4 4/0 0,0004 0,155 
Sergentomyia sp. 990 50/928 

(*12) 
 0,1006  38,298 

Grassomyia indica 6 1/5 0,0006 0,232 
Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni 102 46/55 (*1) 0,0104 3,946 
Phlebotomus (Euphlebotomus) 
yunshengensis 

87 28/59 0,0088 3,366 

Phlebotomus (Larroussius) betisi 50 3/47 0,0051 1,934 
Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai 35 17/18  0,0036   1,354  
Phlebotomus (Euphlebotomus) sp. 21 5/16  0,0021   0,812  
Phlebotomus (Larroussius) sp. 12 4/8  0,0012   0,464  
Phlebotomus sp. 33 25/8  0,0034   1,277  
Idiophlebotomus sp. 14 6/8  0,0014   0,542  
Chinius junlianensis 31 27/4  0,0031  1,199  
Khác (NA) 127 79/40 (*8)  0,0129   4,913 
Tổng số 

2585 
1049/1511 

(*25) 
0,2626 100 

Khác (NA): số lượng không thể định loài, *n số lượng không thể phân biệt cái/đực. 
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• Giống Sergentomyia      
Sergentomyia xác định được 9 loài, trong đó 7 loài đã được định danh: Se. 

barraudi group và Se. sylvatica là 2 loài nhiều nhất với số lượng cá thể thu thập 
được lần lượt là 324 con và 249 con. Tiếp theo đó là 5 loài với tổng số 206 cá thể: 
Se. bailyi (n=55),  Se. hivernus (n=49), Se. brevicaulis (n=66), Se. khawi (n=25), Se. 
perturbans (n=11). Hai loài với tổng số 211 mẫu vật (8,16%), được xác định là Se. 
sp2 (n=201) và Se. sp3 (n=10) có đặc điểm hình thái biểu hiện không tương ứng với 
các loài hiện có nên nhiều khả năng là các loài mới. Se. und_sp. (n=83) là nhóm 
mẫu vật không đồng nhất nên chúng tôi chưa tách biệt được loài, có thể nhóm này 
là một vài loài mới chúng tôi cần những dữ liệu bổ sung để khẳng định thêm về 
nhóm này. Có 4 mẫu vật của muỗi cát cái được xếp vào giống Sergentomyia phân 
giống Neophlebotomus tuy nhiên các đặc điểm định loài không rõ nên chúng tôi 
xếp vào nhóm Sergentomyia (Neophlebotomus) sp. 

Có 990 mẫu vật thuộc nhóm Sergentomyia sp. là các mẫu vật thuộc giống 
Sergentomyia các đặc điểm tách phân giống hoặc tách loài không rõ ràng. Đa phần 
trong nhóm này là các con đực Sergentomyia (n=928), chiếm tỷ lệ nhiều nhất 
80,21% của tổng số các tiêu bản được định loại đến giống hoặc phân giống. 

• Giống Phlebotomus  
Phlebotomus có 4 loài: Ph. stantoni (n=102), Ph. yunshengensis (n=87), Ph. 

betisi (n=50) và Ph. mascomai (n=35).  
Có 21 mẫu vật thuộc giống Phlebotomus phân giống Euphlebotomus nhưng 

không có đặc điểm định loài rõ ràng nên chúng tôi sắp xếp vào nhóm Phlebotomus 
(Euphlebotomus) sp. Tương tự như vậy với 12 mẫu vật của nhóm Phlebotomus 
(Larroussius) sp. 

Có 33 mẫu vật thuộc nhóm Phlebotomus sp. là các mẫu vật thuộc giống 
Phlebotomus các đặc điểm tách phân giống hoặc tách loài không rõ ràng. 

• Giống Grassomyia, Idiophlebotomus và Chinius  
 Các giống khác bao gồm 37 mẫu vật, chỉ được đại diện bởi một loài mỗi 

giống, Ch. junlianensis và Gr. indica (Bảng 3.1). 14 mẫu vật thuộc 
Idiophlebotomus không thể được xác nhận một cách chắc chắn về cấp loài và được 
đặt tên là Idiophlebotomus sp.  
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3.1.2. Phân bố muỗi cát theo tỉnh 

Toàn bộ các tỉnh trong nghiên cứu đều thu thập được muỗi cát (Bảng 3.2 và 

hình 3.1). Muỗi cát được thu thập ở tỉnh Quảng Ninh bằng 68 bẫy đèn đặt trong 4 

đêm, tại tỉnh Ninh Bình với 85 bẫy đèn trong 4 đêm, tại tỉnh Lạng Sơn sử dụng 76 

bẫy đèn đặt trong 4 đêm, tại tỉnh Lào Cai sử dụng 74 bẫy đèn trong 4 đêm, thu tại 

tỉnh Hà Giang sử dụng 53 bẫy đèn trong 3 đêm và thu tại tỉnh Sơn La sử dụng 72 

bẫy đèn trong 4 đêm. 

Tại Quảng Ninh, 416 cá thể muỗi cát được thu thập với mật độ muỗi cát là 

1,53 con/bẫy/ngày và độ phong phú RAQuảng Ninh = 16,09. Các loài thu thập được là: 

Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica (n=142), Segentomyia (Parrotomyia) 

barraudi group (n=39), Sergentomyia (Sergentomyia) bailyi (n=3), Sergentomyia 

(Neophlebotomus) hivernus (n=6), Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni (n=9), 

Phlebotomus (Euphlebotomus) yunshengensis (n=13), Phlebotomus (Larroussius) 

betisi (n=3), Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai (n=16), Chinius junlianensis 

(n=23). Tại Quảng Ninh, phân bố 9 loài muỗi cát thuộc 4 giống, giống 

Sergentomyia lưu hành chiếm ưu thế (n=302, 72,60%) tiếp đến là giống 

Phlebotomus (n=57, 13,70%), Chinus (n=23, 5,53%), Idiophlebotomus (n=3, 

0,72%), không ghi nhận giống Grassomyia tại đây. 

Tại Ninh Bình, 612 mẫu được thu thập với mật độ muỗi cát là 1,80 

con/bẫy/ngày và độ phong phú RANinh Bình = 23,68. Các loài thu thập được là: 

Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica, Segentomyia (Parrotomyia) barraudi 

group, Sergentomyia (Sergentomyia) bailyi, Sergentomyia (Neophlebotomus) 

hivernus, Grassomyia indica, Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni, 

Phlebotomus (Euphlebotomus) yunshengensis, Phlebotomus (Larroussius) betisi, 

Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai, Chinius junlianensis. Tính cả Se. sp2 và 

Se. sp3 thì có tới 12 loài muỗi cát đã được ghi nhận tại Ninh Bình. Se. und_sp. 

(n=18) là các cá thể có đặc điểm hình thái khác biệt, tuy nhiên việc tách chúng ra 

thành 1 loài mới cần có những phân tích thêm. 4 giống ghi nhận là: Sergentomyia 

(n=534, 87,25%) tiếp đến là giống Phlebotomus (n=48, 7,84%), Grassomyia (n=4, 

0,65%), Idiophlebotomus (n=8, 1,31%). Không thấy giống Chinius tại đây. 
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Hình 3.1. Các điểm thu thập và thành phần loài muỗi cát ở 6 tỉnh miền Bắc Việt Nam, 2016
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Bảng 3.2. Số lượng muỗi cát, độ phong phú, mật độ và số lượng loài theo tỉnh 

Tên loài Quảng 
Ninh 

Ninh 
Bình 

Lạng 
Sơn 

Lào 
Cai 

Hà 
Giang 

Sơn 
La 

Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica 142 11 30  63 3 
Sergentomyia (Parrotomyia) brevicaulis group   22 26 18  
Segentomyia (Parrotomyia) barraudi group 39 60 132 34 12 47 
Sergentomyia (Sergentomyia) bailyi 3 49   3  
Sergentomyia (Neophlebotomus) hivernus 6 11 18 2 3 9 
Sergentomyia (Neophlebotomus) perturbans  11     
Sergentomyia (Neophlebotomus) khawi  4 16  1 4 
Sergentomyia sp2  168 4 1 28  
Sergentomyia sp3  3  7   
Sergentomyia und_sp  18 1 2 54 8 
Sergentomyia (Neophlebotomus) sp.      4 
Sergentomyia sp. 112 199 326 39 89 225 

Grassomyia indica  4    2 

Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni 9 36 3 6 11 37 
Phlebotomus (Euphlebotomus) 
yunshengensis 13  74    
Phlebotomus (Larroussius) betisi 3 1 11 3 27 5 
Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai 16 4 5 1 8 1 
Phlebotomus (Euphlebotomus) sp. 1 2 15  1 2 
Phlebotomus (Larroussius) sp. 8 4     
Phlebotomus sp. 7 1 12  7 6 

Idiophlebotomus sp. 3 8   1 2 
Chinius junlianensis 23  1  7  

NA 31 18 58 1 14 5 
Tổng số 416 612 728 122 347 360 

Độ phong phú (RA) 
16,09 23,68 28,16 4,72 13,42 

13,9
3 

Mật độ (D) 1,53 1,80 2,39 0,41 2,18 1,25 
Số loài (SR)* 9 12 11 8 11 8 

NA: số lượng không thể định loài; * bao gồm cả Se. sp2 và Se. sp3 
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Tại Lạng Sơn, 728 mẫu vật được thu thập với mật độ muỗi cát là 2,39 

con/bẫy/ngày và độ phong phú RALạng Sơn = 28,16; 11 loài muỗi cát được ghi nhận 

trong đó có 10 loài đã được định danh: Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica 

(n=30), Sergentomyia (Parrotomyia) brevicaulis group (n=22), Segentomyia 

(Parrotomyia) barraudi group (n=132), Sergentomyia (Neophlebotomus) hivernus 

(n=18), Sergentomyia (Neophlebotomus) khawi (n=16), Phlebotomus 

(Anaphlebotomus) stantoni (n=3), Phlebotomus (Euphlebotomus) yunshengensis 

(n=74), Phlebotomus (Larroussius) betisi (n=11), Phlebotomus (Euphlebotomus) 

mascomai (n=5), Chinius junlianensis (n=1).  Một loài đã được xác định nhưng 

chưa định danh là Se. sp2 (n=4). Có 1 mẫu Se. und_sp. Là cá thể có đặc điểm hình 

thái khác biệt, tuy nhiên việc tách nó ra thành 1 loài mới cần có những phân tích 

thêm.  Có 3 giống muỗi cát là Sergentomyia (n=549; 75,41%) tiếp đến là giống 

Phlebotomus (n=120; 16,48%), Chinius (n=1; 0,14%), không ghi nhận giống 

Grassomyia và Idiophlebotomus. 

Tại Lào Cai, 122 mẫu vật được thu thập với mật độ là 0,41 con/bẫy/ngày và 

độ phong phú RALào Cai = 4,72, 8 loài muỗi cát trong đó 6 loài được định danh 

Sergentomyia (Parrotomyia) brevicaulis group (n=26), Segentomyia (Parrotomyia) 

barraudi group (n=34), Sergentomyia (Neophlebotomus) hivernus (n=2), 

Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni (n=6), Phlebotomus (Larroussius) betisi 

(n=3), Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai (n=1) và 2 loài đang đợi định danh 

là Se. sp2 (n=1) và Se. sp3 (n=7). 2 mẫu vật được ghi là Se. und_sp có nhiều đặc 

điểm hình thái khác lạ, tuy nhiên chưa đủ dữ liệu để xếp chúng vào các loài cụ thể. 

Chỉ có 2 giống Sergentomyia (n=111; 95,90%) và Phlebotomus (n=10; 8,20%) xuất 

hiện tại Lào Cai. 

Tại Hà Giang, 347 mẫu vật được thu thập mật độ muỗi cát là 2,18 

con/bẫy/ngày và độ phong phú RAHà Giang = 13,42; 11 loài muỗi cát được thu thập 

trong đó 10 loài đã được định danh là Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica 

(n=63), Sergentomyia (Parrotomyia) brevicaulis group (n=18), Segentomyia 

(Parrotomyia) barraudi group (n=12), Sergentomyia (Sergentomyia) bailyi (n=3), 

Sergentomyia (Neophlebotomus) hivernus (n=3), Sergentomyia (Neophlebotomus) 
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khawi (n=1), Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni (n=11), Phlebotomus 

(Larroussius) betisi (n=27), Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai (n=8), 

Chinius junlianensis (n=7). Một loài mới được ghi nhận chờ đặt tên là Se. sp2 (n=28), 

có 54 mẫu Se. und_sp. Có đặc điểm hình thái khác biệt cần có những phân tích thêm. 4 

giống ghi nhận là: Sergentomyia (n=271; 78,10%) tiếp đến là giống Phlebotomus 

(n=54; 15,56%), Chinus (n=7; 2,02%), Idiophlebotomus (n=1; 0,29%). 

Tại Sơn La, 360 mẫu vật đã được thu thập, mật độ muỗi cát là 1,25 con/bẫy/ngày 

và độ phong phú RASơn La=13,93; 8 loài muỗi cát được định danh: Sergentomyia 

(Neophlebotomus) sylvatica (n=3), Segentomyia (Parrotomyia) barraudi group (n=47), 

Sergentomyia (Neophlebotomus) hivernus (n=9), Sergentomyia (Neophlebotomus) khawi 

(n=4), Grassomyia indica (n=2), Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni (n=37), 

Phlebotomus (Larroussius) betisi (n=5), Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai (n=1). 

8 mẫu vật được ghi là Se. und_sp có nhiều đặc điểm hình thái khác lạ, tuy nhiên chưa đủ 

dữ liệu để xếp chúng vào các loài cụ thể. Có 4 giống được ghi nhận là: Sergentomyia 

(n=300, 83,33%) tiếp đến là giống Phlebotomus (n=51, 14,17%), Grassomyia (n=2, 

0,56%), Idiophlebotomus (n=2, 0,56%).  

Giống Sergentomyia chiếm ưu thế nhất trong 6 tỉnh, tiếp theo là giống 

Phlebotomus. Phân tích thống kê cho thấy sự phân bố theo giống giữa các tỉnh 

không có sự khác biệt đáng kể. Nhưng việc phân bố theo loài, bao gồm cả Se. sp2 

và Se. sp3, thì rất khác biệt giữa các tỉnh (p-value =0.002, a=0.05). Các loài 

Segentomyia (Parrotomyia) barraudi group, Sergentomyia (Neophlebotomus) 

hivernus, Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni, Phlebotomus (Larroussius) 

betisi, Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai đều có mặt tại 6 tỉnh, trong khi Se. 

bailyi và Se. sp2 chủ yếu được phát hiện ở tỉnh Ninh Bình, Se. barraudi group ở 

Lạng Sơn và Se. sylvatica tại Quảng Ninh. Mức độ phong phú loài cao nhất (SR = 

12) được quan sát thấy ở Ninh Bình, trong khi mức độ phong phú và mật độ tương 

đối cao nhất được phát hiện ở Lạng Sơn (RA = 28,16; D = 2,39). 

3.1.3. Phân bố muỗi cát theo sinh cảnh đặt bẫy 

Trong nghiên cứu, 428 lượt đặt bẫy đèn CDC, đặt ở 7 loại sinh cảnh gồm 

trong nhà, ngoài nhà, trong chuồng gia súc, gia cầm, chuồng lợn, chuồng chó và 

hang động.  
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Bảng 3.3. Số lượng muỗi cát, độ phong phú, mật độ và số lượng loài theo 

 sinh cảnh 

Tên loài Chuồng 
gia súc 

Hang 
Chuồng 
gia cầm 

Chuồng 
chó 

Trong 
nhà 

Ngoài 
nhà 

Chuồng 
lợn 

Sergentomyia (Neophlebotomus) sylvatica 1 141 14 1  92  
Sergentomyia (Parrotomyia) brevicaulis group  45    21  
Segentomyia (Parrotomyia) barraudi group 4 172 4  1 138 5 
Sergentomyia (Sergentomyia) bailyi 15 10 5  3 17 5 
Sergentomyia (Neophlebotomus) hivernus 3 10 5 1  28 2 
Sergentomyia (Neophlebotomus) perturbans  6   1 4  
Sergentomyia (Neophlebotomus) khawi 3 16   1 5  
Sergentomyia sp2 5 135 2  3 55 1 
Sergentomyia sp3  9    1  
Sergentomyia und_sp  20 1  2 60  
Sergentomyia (Neophlebotomus) sp.  4      
Sergentomyia sp. 12 566 12 2 6 378 14 
Grassomyia indica  4    2  

Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni 11 32 8 7 11 24 9 
Phlebotomus (Euphlebotomus) yunshengensis  80  1  6  
Phlebotomus (Larroussius) betisi  19 1   30  
Phlebotomus (Euphlebotomus) mascomai 2 24  1  8  
Phlebotomus (Euphlebotomus) sp.  14 2   4 1 
Phlebotomus (Larroussius) sp.  10 1 1    
Phlebotomus sp. 3 15 2 1  11 1 

Idiophlebotomus sp.  7    7  
Chinius junlianensis 1 24    6  

NA 5 68 9 1 2 39 3 
Tổng 65 1431 66 16 30 936 41 

Độ phong phú (RA) 2,51 55,36 2,55 0,62 1,16 36,21 1,59 
Mật độ (D) 0,12 0,79 0,10 0,36 0,08 0,23 0,07 
Mức ý nghĩa (Mean) 1,44 15,66 1,57 1,78 1,07 5,29 1,14 
Số loài (SR)* 9 15 7 5 6 15 5 

NA: số lượng không thể định loài; * bao gồm cả Se. sp2 và Se. sp3 
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Tại chuồng gia súc: tổng số bắt được là 65 con muỗi cát, độ phong phú tương đối 

RAchuồng gia súc = 2,51; mật độ muỗi cát là Dchuồng gia súc = 0,12 con/bẫy/ngày với mức ý 

nghĩa Mchuồng gia súc =1,44 con/bẫy. Tổng số có 9 loài được thu thập của 3 giống muỗi cát. 

Tại sinh cảnh hang đá: tổng số bắt được là 1431 con muỗi cát, độ phong phú 

tương đối RAhang= 55,36; mật độ muỗi cát là Dhang= 0,79 con/bẫy/ngày với mức ý nghĩa 

Mhang=15,66 con/bẫy. Tổng số có 15 loài được thu thập của cả 5 giống muỗi cát. 

Tại chuồng gia cầm: tổng số bắt được là 66 con muỗi cát, độ phong phú 

tương đối RAchuồng gia cầm = 2,55; mật độ muỗi cát là D chuồng gia cầm = 0,10 

con/bẫy/ngày với mức ý nghĩa M chuồng gia cầm =1,57 con/bẫy. Tổng số có 7 loài được 

thu thập của 2 giống muỗi cát. 

Tại chuồng chó: tổng số bắt được là 16 con muỗi cát, độ phong phú tương đối 

RAchuồng chó= 0,62; mật độ muỗi cát là D chuồng chó= 0,36 con/bẫy/ngày với mức ý nghĩa 

M chuồng chó =1,78 con/bẫy. Tổng số có 5 loài được thu thập của 2 giống muỗi cát. 

Ở trong nhà: tổng số bắt được là 30 con muỗi cát, độ phong phú tương đối 

RAtrong nhà= 1,16; mật độ muỗi cát là Dtrong nhà= 0,08 con/bẫy/ngày với mức ý nghĩa 

Mtrong nhà=1,07 con/bẫy. Tổng số có 6 loài được thu thập của 2 giống muỗi cát. 

Ở ngoài nhà: tổng số bắt được là 936 con muỗi cát, độ phong phú tương đối 

RAngoài nhà= 36,21; mật độ muỗi cát là Dngoài nhà= 0,23 con/bẫy/ngày với mức ý nghĩa 

Mngoài nhà=5,29 con/bẫy. Tổng số có 15 loài được thu thập của cả 5 giống muỗi cát. 

Tại chuồng lợn: tổng số bắt được là 41 con muỗi cát, độ phong phú tương đối 

RAchuồng lợn= 1,59; mật độ muỗi cát là D chuồng lợn= 0,07 con/bẫy/ngày với mức ý nghĩa M 

chuồng lợn =1,14 con/bẫy. Tổng số có 5 loài được thu thập của 2 giống muỗi cát. 

Như vậy, muỗi cát được thu thập nhiều nhất trong các hang động (n = 1431, 

độ phong phú tương đối RA = 55,36 và Dhang = 0,79). Độ phong phú loài cao nhất là 

ở hang (SRhang = 15, bao gồm cả Se. Sp2 và Se. Sp3 ). Về mức độ phong phú tương 

đối, chúng tôi cũng đã thu thập được nhiều muỗi cát ngoài nhà, với 936 mẫu vật 

tương ứng với RA=36,21 và độ phong phú của loài SR=15 (bao gồm cả Se. Sp2 và 

Se. Sp3). Tuy nhiên, mật độ muỗi cát được thu thập bằng các bẫy đặt trong chuồng 

nuôi chó cao hơn so với đặt ngoài nhà (Dchuồng chó = 0,36, Dngoài nhà = 0,23). Mật độ 

muỗi cát trong nhà thấp và tương tự với mật độ trong chuồng gà/gia cầm/vịt và thấp 
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hơn mật độ trong chuồng nuôi nhốt gia súc trâu/bò/dê (Dtrong nhà= 0,08; Dchuồng gia cầm 

= 0,10; Dchuồng gia súc = 0,12). Sự phân bố này theo sinh cảnh là không khác biệt đáng 

kể giữa 6 tỉnh. 

Trong các hang động số lượng loài là nhiều nhất, tất cả các giống và loài đã 

được tìm thấy (Bảng 3.3 và hình 3.1). Tuy nhiên, giống Sergentomyia là đại diện 

nhất, tiếp theo là giống Phlebotomus. Trong chuồng chó và trong nhà, loài muỗi cát 

được thu thập nhiều nhất là Ph. stantoni (nchuồng chó = 7 và ntrong nhà = 11). Điều đáng 

chú ý là Se. sp2, Se. sp3 và Se. und_sp. Chủ yếu được phát hiện trong hang động và 

ngoài trời. Các phân tích thống kê cho thấy sự phân bố của các loài là khác nhau tùy 

theo sinh cảnh (p-value <0,01,  a= 0,01). 

3.1.4. Phân bố muỗi cát cái tại 6 tỉnh miền núi phía Bắc Việt Nam, 2016 

Nghiên cứu thực hiện việc sàng lọc tác nhân  trên các cá thể muỗi cát cái. 

Trong tổng số 2585 mẫu muỗi cát thu thập đã xác định được 1049 muỗi cát cái 

(Bảng 3.1). Trong đó, 40/1049 (3,81%) muỗi cát cái có những đặc điểm hình thái 

đẹp, đầy đủ các bộ phận được chọn làm tiêu bản toàn thân (mẫu Taxo) nên không 

tách chiết DNA/RNA trên các cá thể này. Số mẫu còn lại 1009/1049 muỗi cát cái 

được mổ và chia ra làm 2 loại mẫu: phần đầu và bộ phận sinh dục được tiến hành 

làm tiêu bản, phần lưng ngực và phần trên của bụng được tách chiết DNA/RNA 

tổng số để sàng lọc Leishmania và Flavivirus. 

Muỗi cát cái được thu thập tại 6/6 tỉnh trong nghiên cứu. Số lượng muỗi cát 

cái thu thập được nhiều nhất tại Ninh Bình và Lạng Sơn với số lượng 298 cá thể 

(28,41%) và 294 cá thể (28,03%), tiếp đến là Hà Giang 159 cá thể (15,16%), Quảng 

Ninh 125 cá thể (11,92%), Sơn La với 98 cá thể (9,34%) và Lào Cai 75 cá thể 

(7,15%) (Hình 3.2).  

Mẫu được thu thập làm tiêu bản toàn thân (mẫu Taxo) được đại diện cho cả 6 

tỉnh, với số mẫu được làm tiêu bản nhiều nhất là Ninh Bình (n=16), Quảng Ninh 

(n=14), Sơn La (n=5), Hà Giang (n=3), Lào Cai và Lạng Sơn mỗi tỉnh có 1 mẫu làm 

tiêu bản đại diện. 
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Hình 3.2. Sự phân bố muỗi cát cái tại 6 tỉnh nghiên cứu, 2016 

3.2. THỰC TRẠNG NHIỄM FLAVIVIRUS Ở MUỖI CÁT TẠI ĐỊA ĐIỂM 

NGHIÊN CỨU 

3.2.1 Sàng lọc Flavivirus trên muỗi cát cái 
 

Nghiên cứu sử dụng cặp mồi cFD2/MAMD trên gen NS5 để xác định vi rút 

thuộc nhóm Flavivirus trên muỗi cát cái theo Scaramozzino (2001) và thường quy 

chuẩn PTN Vi rút Arbo – Viện VSDTTƯ. 
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Hình 3.3. Kết quả RT-PCR sàng lọc Flavivirus trên muỗi cát cái 

    (+): Mẫu chứng dương, (–): Mẫu chứng âm, (MW): Thang trọng lượng phân tử 100bp 

Các giếng được đánh số tương ứng với mẫu muỗi cát cái được sàng lọc Flavivirus. 

Kết quả sàng lọc được chia ra làm 2 nhóm:  

Mẫu nghi ngờ dương tính với Flavivirus: có kích thước sản phẩm PCR trong 

khoảng 250 bp: mẫu 11, 24 (Hình 3.3.A), 28, 29, 30 (Hình 3.3.B). 
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Mẫu âm tính với Flavivirus: các mẫu không xuất hiện band, tương tự như các 

mẫu chứng âm: mẫu 18-20, 23 (Hình 3.3.A); mẫu 25-27 (Hình 3.3.B); mẫu 690, 698, 

702 (Hình 3.3.C) hoặc các mẫu xuất hiện các band tại các vị trí không đặc hiệu (không 

tại vị trí 250bp): mẫu 17, 21 (Hình 3.3.A) hay các mẫu 689, 691-697, 699-701 (Hình 

3.3.C).  

 
Hình 3.4. Tỷ lệ sàng lọc Flavivirus trên muỗi cát cái 

Kết quả sàng lọc Flavivirus trên muỗi cát cho thấy có 21/1009 mẫu được 

nghi ngờ là dương tính với Flavivirus hay RNA Flavivirus có liên quan đến muỗi 

cát (2,08%). 895 mẫu được xác định là âm tính với Flavivirus, chiếm tỉ lệ 88,7%, 

còn lại 93 mẫu có sản phẩm PCR, tuy nhiên lại không đặc hiệu với Flavivirus, các 

mẫu mẫu này chiếm tỉ lệ 9,22% (Hình 3.4). 

Toàn bộ 21 mẫu dương tính với Flavivirus bằng phương pháp RT-PCR sẽ 

được tiến hành giải trình tự gen để khẳng định sự có mặt của Flavivirus trong quần 

thể loài muỗi cát được thu thập. 

3.2.2. Xác định Flavivirus bằng phương pháp giải trình tự gen Sanger 

Kết quả thu được sau khi giải trình tự của 21 mẫu nghi ngờ thu được kết quả: 

16 mẫu mà trong đó chúng tôi không tìm thấy bất cứ thông tin nào khi so sánh các 

trình tự của các mẫu đó lên cơ sở dữ liệu gen của NBCI. Có 3 mẫu có các trình tự 

cho kết quả tương đồng với Flavivirus, tuy nhiên độ dài đoạn tương đồng quá ngắn 

895; 88,7%

21; 2,08%
93; 9,22%

Kết quả sàng lọc Flavivirus

Âm tính Nghi dương tính Không đặc hiệu
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(<31bp) để xác định. Sử dụng dữ liệu Flavivirus Genotying Tool Version 0.0 

(https://www.rivm.nl) để phân tích đã xác định được 2 mẫu số 4 (M2.25.56) và 17 

(M3.57.07) có các trình tự được xác định là Dengue týp 2 (DEN2). Mẫu M2.25.26 có 

độ dài 223 bp nằm trên vị trí 8928-9159 và mẫu M3.57.07 có độ dài 237 bp trên vị trí 

8952-9189 của vùng gen NS5 (Hình 3.5). 

 
Hình 3.5. Kết quả định loài Flavivirus trên web https://www.rivm.nl 

3.2.3. Một số đặc điểm Flavivirus trên các loài muỗi cát cái 

Trong số 6 tỉnh điều tra, kết quả sàng lọc ghi nhận sự xuất hiện của các đoạn 

RNA của DEN2 trên các cá thể muỗi cát cái ở 2 tỉnh là Ninh Bình và Lạng Sơn. 

Các tỉnh còn lại là Hà Giang, Lào Cai và Quảng Ninh, Sơn La chưa tìm thấy dấu vết 

của Flavivirus trên quần thể muỗi cát. Tỉ lệ muỗi cát cái mang RNA của Flavivirus 

(DEN2) trên quần thể muỗi cát cái nghiên cứu của chúng tôi là 0,198 % (n=2/1009) 

Bảng 3.4. Thông tin mẫu nghi nhiễm Flavivirus trên quần thể muỗi cát 

Tỉnh Vĩ độ Kinh độ Muỗi cát Sinh cảnh Flavivirus 

Ninh Bình 

(M2.25.56) 
20°13.983’ 105°42.704’ Sergentomyia sp2 Hang DEN2 

Lạng Sơn 

(M3.53.07) 
21°56.069’ 106°41.061’ Sergentomyia barraudi Hang DEN2 

 
Mẫu muỗi cát cái mang RNA của DEN2 đầu tiên (M2.25.56) được thu thập 

ngày 28/06/2016 tại tổ Bái Ca, xã Cúc Phương, huyện Nho Quản, tỉnh Ninh Bình 

(vĩ độ 20°13.983’; kinh độ 105°42.704’). Mẫu này được sàng lọc trên muỗi cát cái 

Sergentomyia sp2 thu thập trong hang. 

https://www.rivm.nl/
https://www.rivm.nl/
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 Mẫu muỗi cát cái mang RNA của DEN2 thứ 2 (M3.53.07) được thu thập 

ngày 03/8/2016 tại thôn Khom Khong, xã Hồng Phong, huyện Cao Lộc, tỉnh Lạng 

Sơn (vĩ độ: 21°56.069’, kinh độ: 106°41.061’). Mẫu được sàng lọc trên muỗi cát cái 

Sergentomyia barradi  thu thập ở sinh cảnh trong hang. 

3.3. THỰC TRẠNG NHIỄM LEISHMANIA Ở MUỖI CÁT TẠI ĐỊA ĐIỂM 

NGHIÊN CỨU 

3.3.1. Sàng lọc Leishmania bằng phương pháp Nested-PCR 

Nghiên cứu sử dụng kỹ thuật Nested-PCR của Noyes và cs (1998)  
 

 
 

 



84 

 

 
 

 
Hình 3.6. Kết quả Nested-PCR sàng lọc Leishmania trên muỗi cát cái 

(+): Mẫu chứng dương; (–): Mẫu chứng âm; (MW): Thang trọng lượng phân tử 100bp 
Các giếng được đánh số tương ứng với mẫu muỗi cát cái được sàng lọc Leishmania 

 
Trong số 1009 mẫu được sàng lọc, 20 mẫu dương tính với Nested PCR và 

989 mẫu âm tính. Hình 3.6 là hình ảnh kết quả điện di của các mẫu nghi ngờ nhiễm 

Leishmania sau khi chạy sàng lọc bằng phương pháp Nested-PCR.  
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Bảng 3.5. Mẫu nghi nhiễm Leishmania bằng phương pháp Nested-PCR (n=20) 

Nhóm 
mẫu 

Số 
lượng Ký hiệu mẫu Kích thước  

sản phẩm (bp) 

1 02 
Mẫu 68 (Hình 3.6-L1) 

Mẫu 895 (Hình 3.6-L6) 
300 

2 06 

Mẫu 79 (hình 3.6-L4) Mẫu 99 

(hình 3.6-L2) Mẫu 906, 907, 

909, 910 (hình 3.6-L7) 

500 

3 05 

Mẫu 96 (hình 3.6-L1) Mẫu 

181(hình 3.6-L5) 

Mẫu 900, 897 (hình 3.6-L6) và 912 

(hình 3.6-L7) 

600-750 

4 07 

Mẫu 69 (hình 3.6-L2), Mẫu 75, 

92 (hình 3.6-L3) 

Mẫu  904, 905, 899 (hình 3.6-

L6) và 663 (hình 3.6– L8) 

>=800 

Toàn bộ 20 mẫu này sẽ được tiến hành giải trình tự gen để khẳng định sự có 

mặt của Leishmania trong quần thể loài muỗi cát được thu thập. 

3.3.2. Xác định Leishmania bằng phương pháp giải trình tự gen NGS 

Giải trình gen bằng phương pháp NGS với bộ kit Nextera XT DNA Library 

Prep. Đồng đều thư viện mẫu bằng máy ISEQ 100 sử dụng phương pháp Standard 

Normalization – Illumina.  

Kết quả sau khi giải trình tự của 20 mẫu dương tính với Nested PCR chúng 

tôi thu được tổng số 121,651 đoạn trình tự (10GB) với kích thước từ 20 bp đến 

1728 bp (trung bình 73,945 bp). Chúng tôi loại bỏ các đoạn trình tự có kích thước 

quá nhỏ (dưới 200bp) thu được 71 đoạn trình tự gen phân tích (Bảng 3.6). 
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Bảng 3.6. Kết quả blast các trình tự thu được bằng phương pháp NGS lên cơ 

sở dữ liệu NCBI 

STT mẫu 
Số trình tự có sự 
tương đồng với 

Leishmania 

Số trình tự   
chưa xác định 

Số trình tự không có 
thông tin 

Tổng số 
trình tự 

1   3   3 
2 2 1 1 4 
3     3 3 
4 1   2 3 
5   2 3 5 
6   1 2 3 
7   3   3 
8     3 3 
9     3 3 
10     3 3 
11   3   3 
12   1 4 5 
13   1 2 3 
14   1 2 3 
15   1 2 3 
16     3 3 
17   2 1 3 
18   2 1 3 
19     3 3 
20 7   2 9 

Tổng số 10 21 40 71 
 

Trong số 71 trình tự thu được có 40 trình tự không tìm thấy thông tin khi 

Blast lên cơ sở dữ liệu gen của NBCI, 21 trình tự cho kết quả tương đồng tuy nhiên 

thông tin loài thu được không liên quan đến Leishmania. Chỉ có 10 trình tự được 

xác định là Leishmania thuộc về 3 mẫu: 2, 4, 20. Mẫu số 2 và 20 có trình tự gen 

tương đồng với các class 13, 16, 18, 25, 31, 38, 39 và 50 trên gen minicircle 

kinetoplas của Leishmania infantum, trong khi đó mẫu số 4 có trình tự tương đồng 

với nhiễm sắc thể 27 của Leishmania từ vị trí 251340 - 268948 (Bảng 3.7, Hình 3.7; 

3.8 và 3.9). 
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Bảng 3.7. Kết quả phân tích các mẫu có trình tự có sự tương đồng với  

Leishmania bằng phương pháp NGS 

Tên mẫu Trình tự Kích thước 
(bp) 

Gen đích trên 
Leishmania 

Vùng tương đồng 
(%) 

Mẫu 2 
(Vietnam/NB28062006) 

2-2 616 
Minicircle kinetoplast 

(kDNA minicircle) 
 

Class 16 (98%) 
2-4 231 Class 25 (97%) 

Mẫu 4 
(Vietnam/QN01062006): 4-1 907 

Nhiễm sắc thể 27  
L. dovanni 

251340 –252246 
(99%) 

Nhiễm sắc thể 27 
L. infantum 

268542 -268948 
(99%) 

Mẫu 20 
(Vietnam/SL10102016) 

20-1 1086 

Minicircle kinetoplast 
(kDNA minicircle) 

 

Class 31 (94%) 
Class 38,39 (98%) 

20-2 715 Class 18 (96%) 
20-3 704 Class 25 (97%) 
20-4 670 Class 16 (99%) 
20-5 618 Class 13 (99%) 
20-6 560 Class 50 (85%) 
20-9 329 Class 16 (95%)   

Trong 20 mẫu dương tính với Nested PCR, sau khi phân tích các trình tự thu 

được đã xác định được 3 mẫu có trình tự tương đồng với Leishmania: Mẫu số 2 

(Vietnam/NB28062006): tương ứng với mẫu 69 (Hình 3.7A-L2): >800bp; mẫu số 

20 (Vietnam/SL10102016): tương ứng với mẫu 79 (Hình 3.7A-L4): 500 bp và mẫu 

số 4 (Vietnam/QN01062006):tương ứng với mẫu 663 (Hình 3.7B-L8): >800bp. 

 
Hình 3.7. Cây chủng loại phát sinh trên gen kDNA minicircle của mẫu thu 

thập tại Ninh Bình (Vietnam/NB28062006).  
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Bảng 3.8. So sánh các trình tự trong mẫu Leishmania ở Ninh Bình - 

Vietnam/NB28062006 

Trình 

tự 

Kích 

thước 

(bp) 

Vùng gen 

trên kDNA 

minicircle 

Các chủng tương đồng Loài 

2-2 616 class 16 

MT598307.1, MT598304.1, 

MT598306.1, MT598302.1, 

MT598301.1, MT598303.1 

Leishmania infantum 

2-4 231 class 25 

MT598345.1, MT598341.1, 

MT598347.1, MT598346.1, 

MT598343.1, MT598342.1, 

MT598344.1 

Leishmania infantum 

 
 

 
Hình 3.8. Cây chủng loại phát sinh trên gen kDNA minicircle của mẫu thu 

thập tại Sơn La (Vietnam/SL210102016). 
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Bảng 3.9. So sánh các trình tự trong mẫu Leishmania ở Sơn La - 

Vietnam/SL210102016 

Trình 

tự 

Kích 

thước 

(bp) 

Vùng gen trên 

kDNA 

minicircle 

Các chủng tương đồng Loài 

20-1 1086 class 31, 38, 39 

JX156568.1, MT598442.1, 

MT598441.1, MT598439.1, 

MT598438.1, MT598437.1, 

MT598436.1, MT598440.1, 

MT598389.1 

Leishmania infantum 

20-2 715 class 18 MT598315.1, MT598316.1 Leishmania infantum 

20-3 704 class 25 

MT598346.1, MT598345.1, 

MT598341.1, MT598347.1, 

MT598342.1, MT598343.1, 

MT598344.1 

Leishmania infantum 

20-4 670 class 16 

MT598302.1, MT598306.1, 

MT598304.1, MT598307.1, 

MT598303.1, MT598301.1, 

MT598305.1 

Leishmania infantum 

20-5 618 class 13 

MT598284.1, MT598286.1, 

MT598285.1, MT598289.1, 

MT598288.1, MT598283.1, 

MT598287.1, EU437404.1, 

KY950666.1 

Leishmania infantum 

20-6 560 class 50 JX156608.1 Leishmania infantum 

20-9 329 class 16 

MT598304.1, MT598307.1, 

MT598301.1, MT598303.1, 

MT598306.1, MT598305.1 

Leishmania infantum 

Trên cây chủng loại phát sinh, mẫu Vietnam/NB28062006 (Ninh Bình) và 

mẫu Vietnam/SL10102016 (Sơn La) cùng nhóm với chủng Leishmania infantum ở 

Bắc Phi 2020, Iran 2019, Senegal 2016 hay tên gọi khác ở Mỹ la tinh là Leishmania 
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chagasi ở Brazil 2012. Mẫu Vietnam/NB28062006 có trình tự gen tương đồng với 2 

class 16, 25 trên gen kDNA minicircle của Leishmania infantum với tỷ lệ tương ứng 

98% và 97%. Mẫu Vietnam/SL10102016 có trình tự gen tương đồng với 8 class 13, 

16, 18, 25, 31, 38, 39 và 50 trên gen kDNA minicircle của Leishmania infantum với 

tỉ lệ tương đồng từ 85% đến 99% (Bảng 3.7).  

 

 
Hình 3.9. Cây chủng loại phát sinh gen trên NST 27 của mẫu thu thập tại 

Quảng Ninh (Vietnam/QN01062016). 

Mẫu thu thập tại Quảng Ninh - Vietnam/QN01062016 cho thấy tương đồng 

với Leishmania donovani (Pháp) hoặc Leishmania infantum (Tây Ban Nha), cùng 

nhóm với Leishmania sp. tại Hy Lạp. Tuy nhiên, cơ sở dữ liệu phân tích dựa trên sự 

tương đồng tại nhiễm sắc thể 27 với 1 trình tự thu được có độ dài 907 bp, tương 

đồng với vị trí 251340 –252246 trên chủng L. donovani CP022642.1 và 268542-

268948 trên chủng L. infantum LR812960.1, chưa đủ độ tin cậy để định loài mẫu 

này (Bảng 3.7). 
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Hình 3.10. So sánh trình tự mẫu thu thập tại Quảng Ninh 
(Vietnam/QN01062016) với chủng L. donovani CP022642.1 
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Hình 3.11. So sánh trình tự mẫu thu thập tại Quảng Ninh 
(Vietnam/QN01062016)  với chủng L. infantum LR812960.1 
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 Như vậy, kết quả giải trình tự gen cho thấy trong 3 mẫu có sự tương đồng 

với Leishmania, 2 mẫu được xác định là Leishmania infantum và 1 mẫu là 

Leishmania sp. 

3.3.3. Một số đặc điểm của Leishmania trên quần thể muỗi cát 

Trong số 6 tỉnh điều tra, kết quả sàng lọc ghi nhận sự hiện của Leishmania ở 

3 tỉnh là Sơn La, Quảng Ninh và Ninh Bình. Các tỉnh còn lại là Hà Giang, Lào Cai 

và Lạng Sơn chưa tìm thấy dấu vết của Leishmania trên quần thể muỗi cát. Tỉ lệ 

nhiễm Leishmania trên quần thể muỗi cát cái nghiên cứu của chúng tôi là 0,297% 

(n=3/1009).  

Bảng 3.10. Thông tin mẫu Leishmania trên quần thể muỗi cát (n=3) 

Tỉnh Vĩ độ Kinh độ Muỗi cát Sinh cảnh Leishmania 

Quảng Ninh 20°59.615’ 107°12.592’ NA Hang Leishmania sp. 

Ninh Bình 20°14.457’ 105°41.371’ Sergentomyia sp2 Ngoài nhà Leishmania infantum 

Sơn La 21°11.063’ 104°03.277’ Phlebotomus sp. Chuồng lợn Leishmania infantum 
 

Mẫu Leishmania đầu tiên (Vietnam/QN01062006) được thu thập ngày 

01/06/2016 tại tổ 4 phường Quang Hanh, thành phố Cẩm Phả, tỉnh Quảng Ninh (vĩ 

độ 20°59.615’; kinh độ 107°12.592’). Mẫu này được sàng lọc trên muỗi cát cái thu 

thập trong hang đá. 

 Mẫu Leishmania thứ 2 (Vietnam/NB28062006) được khẳng định là 

Leishmania infantum, thu thập ngày 28/6/2016 tại thôn Sam, xã Cúc Phương, huyện 

Nho Quan, tỉnh Ninh Bình (vĩ độ: 20°14.457’, kinh độ: 105°41.371’). Mẫu được 

sàng lọc trên muỗi cát cái Sergentomyia sp2 thu thập ở sinh cảnh ngoài nhà. 

Mẫu Leishmania thứ 3 (Vietnam/SL10102016) cũng đã được khẳng định là 

Leishmania infantum, thu thập ngày 10/10/2016 tại thôn Na Cang, xã Hát Lót, 

huyện Mai Sơn, tỉnh Sơn La (vĩ độ: 21°11.063’, kinh độ:104°03.277’). Mẫu được 

sàng lọc trên muỗi cát cái thuộc giống Phlebotomus thu thập ở trong chuồng lợn. 



94 

 

Chương 4 

BÀN LUẬN 

4.1. THÀNH PHẦN LOÀI VÀ MỘT SỐ ĐẶC ĐIỂM SINH HỌC SINH CỦA 

MUỖI CÁT TẠI 6 TỈNH MIỀN NÚI PHÍA BẮC VIỆT NAM, 2016-2018 

4.1.1. Định loài muỗi cát ở Việt Nam bằng các đặc điểm hình thái 

Nghiên cứu về muỗi cát tại Việt Nam từ thế kỷ XIX đến nay ít được cập 

nhật, các số liệu rất hạn chế, như nghiên cứu Raynal và cs (1935), Lewis (1978), 

Thai Aurélie và cs (2004), Một cuộc điều tra côn trùng bằng bẫy đèn của Thai 

Aurélie (8/2002 – 9/2002) tại 4 địa điểm Cửa Lò (Nghệ An), Huế (Thừa Thiên 

Huế), Mũi Né (Bình Thuận) và Mỹ Thiên (Cần Thơ) ghi nhận 6 loài muỗi cát [24]. Như 

vậy, tại Việt Nam các nghiên cứu trước năm 2004 đã mô tả 12 loài muỗi cát tại 18 

điểm phía Bắc, 3 điểm miền Trung và 1 điểm ở miền Nam của Việt Nam. Trong số 

đó, Ph. argentipes được mô tả như một véc tơ tiềm năng của Leishmania [22, 24, 

100]. Trong nghiên cứu này tại 6 tỉnh phía Bắc Việt Nam, chúng tôi ghi nhận 13 

loài muỗi cát, trong đó 8 loài trùng với mô tả của các tác giả trước đây (Se. barraudi 

group, Se. brevicaulis, Se. hivernus, Se. perturbans, Se. sylvatica, Se. bailyi, Gr. 

indica, Ph. stantoni), 5 loài và 1 giống loài chưa từng được ghi nhận (Se. khawi, Ph. 

yunshengensis, Ph. mascomai, Ph. betisi, Ch. junlianensis, và Idiophlebotomus sp.). 

Nghiên cứu cũng phát hiện 2 loài mới cho giống Sergentomyia là Se. sp2 và Se. sp3  

đồng thời một nhóm các tiêu bản có đặc điểm hình thái khác lạ của thuộc giống 

Sergentomyia được đặt là “Se. und_sp”. Đối với các loài mới này trong tương lai 

chúng tôi sẽ sử dụng các đặc điểm nhận dạng phân tử để khẳng định thêm cho nhận 

định này. 

Đối với các tiêu bản đã được định danh trong nghiên cứu này, chúng tôi đề 

xuất “Khoá định loại vắn tắt bằng hình ảnh cho các mẫu muỗi cát cái tại Việt 

Nam”. Khoá định loại này được xây dựng riêng cho các mẫu ở Việt Nam dựa vào 

việc phân tích các đặc điểm hình thái học của 1049 mẫu tiêu bản muỗi cát cái đã thu 

thập được (Hình 4.1). Dựa vào độ dài các mảnh trên palpal chúng tôi sắp xếp chúng 

vào các giống khác nhau, cụ thể với công thức palpal là 1-4-(2-3)-5 chúng tôi xếp 
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chúng vào giống Phlebotomus (hình 4.2), 1-(2-4)-5-3 giống Idiophlebotomus, 1-2-

4-3-5 giống Chinius và 1-2-3-4-5 là giống Sergentomyia hoặc Grassomyia. Các 

diễn giải chi tiết loài sẽ được chúng tôi đề cập dưới đây: 

 
Hình 4.1. Khoá định loại vắn tắt bằng hình ảnh muỗi cát cái tại Việt Nam 

 

Palpal formulaFemale

Segentomyia
or

Grassomyia

Phlebotomus

Cibarium
with dot

Cibarium
no dot

Se. sylvatica

Se. bailyi

Spermatheca

Segmented head , normal collar

Ovale, smooth, small/not collar

Ovale, smooth

Ovale, smooth Pigment ( none blanches)

Short spermatheca, kiwi fruit shape Cibarium (Lotus shape), teeth 25 -33

Missing spermatheca Teeth ( arrow shape, over 24)

Ovale Teeth ( arrow shape, over 24)

shape with a trumpet - like opening pigment (mushroom – like shape)

Has collar, (funnel shape) Teeth (14-17), denticles <20

Waist Rounded mass 

Smooth, no head, no collar more than 20 denticles

Duct (spine shape) Not see teeth

 spermathecal (15 – 16 segment), head (globular shape), long duct 4 big teeth in the center 

Small teeth facing towards the center and insideSpermatheca head (segment)

20 – 22 segments in shape of elongated pearls Hidden teeth

Carrot shape 7 rows of 4 – 6 teeth

Particular shape with long strong Small vertical segment in the middle

Pigment (blanches), teeth (stick form, >40)

Small teeth, many rows

4 big teeth in the center

Cibarium

Spermatheca Cibarium

Spermatheca Cibarium

Spermatheca Cibarium

Spermatheca Cibarium

Spermatheca Cibarium

Teeth in cibarium

similar teeth

dissimilar teeth

Se. perturban

Se. hivernus

Se. khawi

Se. sp2

Spermatheca

Spermatheca

Spermatheca

Idophlebotomus

Cibarium
On each side, 7 rows of 4 – 6 teeth

Chinuss

Ph. betisi

Ph. mascomai

Id. longiforceps

Ch. junlianesis

Ph. stantoni

Ph. yunshengensis 

Se. barraudi

Se. brevicaulis

Gr. indica

Se. sp3

Se. sp4

1-2-3-4-5

1-(2-4)-5-3

1-2-4-3-5

1-4-2-3-5
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Giống Phlebotomus 
 

Giống Phlebotomus được ghi nhận với số lượng đứng thứ 2 (n=340 – 13,2%) 

trong 5 giống xác định trong nghiên cứu, và có 4 loài được định danh: 

- Ph. stantoni là một loài khá dễ để nhận biết vì các tác giả trước đây mô tả 

rất chi tiết. Các đặc điểm túi chứa tinh và hàm của nhóm loài này rất khác biệt so 

với phần còn lại. 

- Ph. mascomai được tương đồng về mặt địa lý sinh học vì Việt Nam có 

khoảng cách gần Thái Lan, quốc gia nơi mà loài này được mô tả lần đầu tiên [119]. 

Một điều quan trọng trong quá trình phân tích, chúng tôi thấy rằng loài này khá gần 

với Ph. argentipes, chúng khác với Ph. argentipes bởi công thức ăng-ten ở cả hai 

giới; chúng nhiều vòng hơn trên các túi chứa tinh của con cái; vị trí của các gai sinh 

dục trên gonostyle, sự phân thuỳ ít hơn trên paramere ở con đực và bởi chiều dài 

của ống dẫn tinh. 

- Ph. betisi được xác định rất dễ dàng vì nó là loài duy nhất thuộc phân giống 

Larroussius được ghi nhận ở Đông Nam Á. Thêm vào đó, một số đặc điểm khác 

biệt để nhận dạng là cổ của túi chứa tinh hoặc vị trí của các gai trên gonostyle [86]. 

- Ph. yunshengensis được xác định ở 87 các thể muỗi cát (59 con đực và 28 

con cái), có những đặc điểm chưa từng được quan sát thấy ở các loài được mô tả 

trước đây. Do đó, nghiên cứu mô tả một cách cụ thể cá thể Ph. yunshengensis cái. 

Phương pháp mô tả và danh pháp sử dụng theo Galati 2017 [66]. Các hình ảnh, 

thông số chi tiết phần đầu, bụng và phần phụ sinh dục được thể hiện trong hình 4.2. 

Các đặc điểm của cánh, chân và phần ngực không có vì các bộ phận này được sử 

dụng để  làm các phân tích sinh học phân tử. 

o Phần đầu: 

§ Trẩm (Oc): có các setae rõ rệt, phân bố hai đường nhỏ; 

§ Clypeus (cl): dài 112,5 µm, rộng 68,7 µm với 20 setae phân bố ngẫu nhiên; 

§ Mắt kép (E): dài 208 µm, rộng 83 µm với khoảng 90–100 mắt đơn; 

§ Cấu trúc của interantennal (ias): có dạng không hoàn chỉnh; 

§ Cấu trúc của interocular (ios): có dạng hoàn chỉnh nhưng không thấy ias 1; 
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§ Hàm (Hình 4.2A): có 1 nhóm 25 răng rời rạc, không thấy vùng xơ hoá; 

§ Hình dạng hầu (Hình 4.2A): có các răng giống chấm nhỏ ở phía sau và một 

số răng dạng tam giác ngắn ở phía trước; 

§ Đốt ăng ten (Hình 4.2B): f1 = 369 µm, f2 = 154 µm, f3 = 158.3 µm.  f1 dài 

hơn so với f2 + f3. Công thức ăng ten: 2/f1 – f7 với các lông cảm giác dài, nhưng 

không tới asticle sau, đốt ăng ten sau f9 bị hỏng; 

§ Có 1 papilla trên f1-3. Không có các setae đơn trên f1-3, và có 1 setae đơn 

ở f4-f7. 

 

Hình 4.2. Hình ảnh phần đầu, bụng và phần phụ sinh dục của Ph. 
yunshengensis cái. 

A: Hầu và Hàm; B: Đốt ăng ten 3, 4, và 5; C: palpal; D: chi tiết của của palpal 3;  

E: Túi chứa tinh 
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§ Palpal (hình 4.2C, 4.2D) p1 = 33 µm, p2 = 164 µm, p3 = 120 µm, p4 = 97 

µm, p5 = 283 µm. Công thức Palpal: 1, 4, 3, 2, 5. Có 2 nhóm với 10 Newstead’s 

sensillae và 3 ở giữa của palpal 3 và không thấy trên các palpal khác. Có 1 

spiniform setae trên p3; 4 trên p4 and 8 trên p5; 

§ Labrum-Epipharynx (phần phụ miệng) dài 223. f1/E = 1.65; 

§ Labium (vòi): labial furca dạng đóng. 

o Phần bụng: 

§ Đốt bụng VIII có 30 setae mỗi bên; 

§ Đốt bụng IX không có mấu lồi nào. 

o Túi chứa tinh (hình 4.2E): 

§ Túi chứa tinh bề mặt trơn thành mỏng, phần đầu nhô ra ngoài giống như 

nấm. Ống dẫn dài 184 µm giống dạng sán dây. 

Giống Idiophlebotomus 

Idiophlebotomus được ghi nhận phân bố ở vùng Palaearctic và châu Úc [29]. 

Trong nghiên cứu này của chúng tôi cũng xác định được giống này với số lượng rất 

nhỏ (n=14) trong tổng số 2585 mẫu thu thập, đứng thứ 4/5 giống trong nghiên cứu. 

Việc lấy mẫu của chúng tôi có thể bao gồm hai quần thể được xác định là Id. 

longiforceps hoặc một loài có quan hệ họ hàng gần với loài này. Tại thời điểm này, 

do số lượng mẫu nhỏ nên chúng tôi muốn xác định tất cả các mẫu vật trong nghiên 

cứu là Idiophlebotomus sp. Hy vọng trong thời gian tới, chúng tôi có thể thu thập 

được nhiều cá thể muỗi cát của nhóm hơn và có các nghiên cứu sinh học phân tử 

sâu hơn để xác định rõ ràng thành phần loài của nhóm này.  

Giống Chinius 

Giống Chinius (Leng, 1987) thuộc một đơn vị phân loại riêng biệt được sử 

dụng cho một số loài muỗi cát ở Trung Quốc [97]. Giống Chinius chưa từng được 

ghi nhận ở Việt Nam. Các mẫu vật (n=31) của chúng tôi bắt trong hang động, được 

xác định là Ch. junlianensis theo gân R2 ngắn của cánh [97] và theo chiều dài của 

aedeagal (bộ phận sinh dục đực) và ống dẫn của túi chứa tinh ở con cái [57].  
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Giống Grassomyia 

Trong nghiên cứu, giống Grassomyia xác định được 1 loài duy nhất Gr. 

indica với số lượng nhỏ nhất trong nghiên cứu (n=6). Việc phân loại của Gr. indica 

cần được sửa đổi trên cơ sở phân loại tổng hợp của toàn bộ giống, bao gồm tất cả 

các loài có sẵn và nhiều quần thể từ Châu Phi, Madagascar và Châu Á. Trong khi 

chờ sửa đổi này, chúng tôi cho rằng Gr. indica là một loài hợp lệ theo những mô tả 

của Quate đưa ra [137]. Tuy nhiên, chúng tôi đã quan sát thấy một số khác biệt giữa 

các mẫu vật ở Ấn Độ và những mẫu chúng tôi nghiên cứu, tức là số lượng răng trên 

cibarial dao động từ 33 đến 36 trong mô tả ban đầu, trong khi nó dao động từ 25 đến 

33 ở nghiên cứu này (Hình 4.3). Dù vậy, chúng tôi vẫn thấy rằng các mẫu vật trong 

nghiên cứu thuộc về Gr. indica. 

Giống Sergentomyia 

Giống Sergentomyia chiếm tỷ lệ cao nhất trong quần thể muỗi cát thu thập 

tại 6 tỉnh miền núi phía Bắc Việt Nam với 2067 cá thể, chiếm tỷ lệ 80%, trong đó có 

7 loài đã được định danh. 

Đối với các loài trong giống Sergentomyia, dựa vào việc có các vùng xơ hoá 

dưới hàm (dot), chúng tôi phân hoá nhóm này thành 2 nhóm: 1 nhóm có dot và 1 

nhóm không quan sát được các dot dưới hàm (Hình 4.2). Trong nhóm không quan 

sát được các dot, chúng tôi dựa vào hình dạng răng trên hàm để định loại tiếp. 

Se. barraudi groups cần được nghiên cứu thêm vì có sự khác biệt đáng kể về 

các đặc điểm hình thái, chẳng hạn như số lượng và sự phân bố của răng trên hàm. 

Hàm trong mô tả ban đầu được thực hiện từ các mẫu vật của Ấn Độ bao gồm 40 

răng và có một phân nhánh ở trước vùng xơ cứng [158]. Các mẫu vật mà chúng tôi 

đã kiểm tra cho thấy một khu vực bị xơ cứng phân nhánh tương tự nhưng có 52 đến 

70 răng (Hình 4.3B, 4.3C), xuất hiện hoàn toàn khác với mô tả ban đầu. Xem xét 

các tiểu vùng địa lý sinh học khác nhau của khu vực Ấn-Mã Lai, dường như các 

quần thể loài này từ Việt Nam được tiến hoá từ các quần thể Ấn Độ, và đến nay có 

thể đã thuộc các loài khác nhau. Theo chúng tôi, Se. brevicaulis có thể được tách ra 

từ Se. barraudi groups không xem xét đến số lượng răng của cibarial, nhưng xem 

xét đến việc thiếu một phần phân nhánh trước của vùng bị xơ cứng trên hàm. 
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Nhiều bản ghi của Se. iyengari đã được thực hiện ở Đông Nam Á. Tuy nhiên, 

loài này đã được mô tả từ miền Nam của Ấn Độ [152]. Theo đó, tất cả các Se. 

iyengari ở Đông Nam Á trên thực tế là Se. khawi (Hình 4.3D) [23].  

Trong số các loài được coi là nằm chung trong nhóm với Se. iyengari, thì rõ 

ràng là của Se. hivernus không phải vậy. Sergentomyia hivernus hiện được coi là 

một loài hợp lệ có thể được xác định nhờ vào ống sinh tinh rộng và số lượng răng ít 

hơn trên hàm [129, 134]. 

 
Hình 4.3. Hình thái hàm của các con cái 

Grassomyia indica (A), Sergentomyia barraudi group (B, C), Se. khawi (D), và Se. anodontis 
group (E), ascoid trên Đốt ăng ten 3 của Se. sp.3 (F), hàm của Se. brevicaulis group (G), hàm 
của Se. sylvatica (H), hàm của Se. bailyi (I), hàm của Se. hivernus (J), hàm của Se. perturbans 
group (K), hàm của Idiophlebotomus sp. (L). 
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Sergentomyia bailyi đã được mô tả ở Ấn Độ từ các mẫu thu thập ở các độ 

cao khác nhau, từ mực nước biển đến 1830m so với mực nước biển [159]. Sinton 

giải thích rằng ông đã quan sát thấy sự thay đổi đáng kể trong quá trình lấy mẫu của 

mình, theo độ cao nơi các mẫu vật tổ chức, cho thấy một phân loài đối với các mẫu 

vật được thu thập ở độ cao lớn (Se. bailyi campester). Sau đó, Raynal và Quate đã 

mô tả lại Se. bailyi từ Đông Nam Á [20, 137], phù hợp với mô tả ban đầu nhưng 

nhấn mạnh sự thay đổi về chiều dài của đốt ăng ten, răng trên hàm, và sự vắng mặt 

vùng xơ cứng của hàm. Mặt khác, trong nghiên cứu của THAI Aurélie thì Se. bailyi 

là loài ưu thế ở khu vực miền Trung Việt Nam và là loài duy nhất tìm được ở Huế 

[24]. Điều này cũng tương đồng với cuộc điều tra bẫy đèn tại miền Trung của chúng 

tôi năm 2020, kết quả cho thấy Se. bailyi là loài chiếm ưu thế ở khu vực 3 tỉnh Huế, 

Quảng Bình, Quảng Nam. Đối chiếu lại kết quả nghiên cứu, chúng tôi nhận ra rằng 

tỉ trọng lớn cá thể loài Se. bailyi  được tìm thấy tại Ninh Bình (n=49, 89%), và Ninh 

Bình cũng có độ cao thấp nhất trong 6 tỉnh nghiên cứu.  

Sergentomyia sylvatica thu thập trong nghiên cứu này phù hợp với mô tả ban 

đầu của Rynal và cộng sự: một vài răng ở trung tâm của hàm và túi chứa tinh thì 

không phân đoạn hoàn toàn [21]. 

Việc khẳng định tính độc lập của loài Se. perturbans vẫn chưa thật sự rõ 

ràng.  Loài này đã được mô tả ở Indonesia [55], hay hình thái hàm của con cái được 

mô tả sau đó từ các mẫu vật của Trung Quốc [100, 129] và Lewis (1978) cũng giải 

thích sự nhầm lẫn liên quan đến các loài tên gọi khác Ph. sylvestris nhưng thực chất 

vẫn là Se. perturbans. Việc chụp các mẫu vật mới từ các quốc gia khác nhau và 

nghiên cứu hình thái của chúng cùng với phương pháp tiếp cận phân tử, sẽ giúp 

chúng ta hiểu rõ hơn về Se. perturbans. Các mẫu vật được quan sát trong nghiên 

cứu hiện tại cho thấy hình thái cibarial và túi chứa tinh phù hợp với mô tả lại của 

Lewis 1978 [100], nhưng chúng cũng cho thấy một số răng thẳng đứng chưa từng 

được ghi nhận trước đây. Do đó, kết quả của chúng tôi về Se. perturbans có lẽ sẽ có 

những bằng chứng cụ thể trong tương lai nhằm làm rõ đặc điểm hình thái đặc thù 

của loài này ở Việt Nam. 
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Trong nghiên cứu này, chúng tôi gọi là Sergentomyia sp.2 (Se. sp2) là muỗi 

cát có quan hệ họ hàng gần với Se. anodontis. Tại thời điểm hiện tại, chúng tôi khó 

có thể xem xét liệu các mẫu vật thu thập được thuộc về Se. anodontis hay là một 

loài mới. Trong mô tả ban đầu, hàm của Se. anodontis được mô tả là  “không có 

răng, nhưng có vùng xơ hoá hình chữ V ngược” [136], và hình vẽ minh chứng cũng 

cho thấy không có bất kỳ răng bên nào. Tuy nhiên, các cá thể quan sát được ở Việt 

Nam lại có nhiều răng nhỏ bên (Hình 4.3E), rất khác biệt so với với quần thể ban 

đầu. Các mẫu Se. sp2 chúng tôi thu thập được có hàm phát triển với một hệ thống 

răng nhỏ xếp nhiều hàng dày ở xung quanh, vùng trung tâm của hàm là tấm xơ cứng 

có hình nấm (Hình 4.3E). Hình dạng túi chứa tinh (Hình 4.1) dạng phễu mở, thân 

uốn cong và có phần đầu lớn. Chúng tôi không biết liệu sự khác biệt này là ở mức 

độ cụ thể hay phổ biến. Hơn nữa, túi chứa tinh của các mẫu vật từ Việt Nam dường 

như rộng hơn ở phần đỉnh của chúng so với mô tả ban đầu.  

Chúng tôi gọi Se. sp3 là một loài thuộc giống Sergentomyia với một spur 

trên ascoid (Hình 4.3F), mà chúng tôi nghĩ rằng vẫn chưa được mô tả, đang chờ đợi 

thêm các mẫu và dữ liệu phân tử để có thể mô tả một cách chính xác hơn. 

Một nhóm không đồng nhất gồm 83 mẫu vật mà chúng tôi chưa thể xác định 

được ở đây được đặt tên là các loài chưa xác định (und_sp.). Một số tiêu bản trong 

nhóm này chúng tôi quan sát thấy có những đặc điểm rất khác biệt như: Có các răng 

đồng dạng hình lưỡi mác trên hàm, độ xơ hoá cao và đồng nhất ở hàm, túi chứa tinh 

lớn hình ovale.  Do vậy, chúng tôi đang nhóm lại và tạm đặt tên nhóm này là Se. sp. 

Tuy nhiên, chúng tôi sẽ cần thực hiện các phân tích bổ sung để có thể sắp xếp 

chúng. Các phương pháp mới đang được phát triển và dữ liệu phân tử là cần thiết vì 

trong số các mẫu vật này nhiều khả năng có thể chứa các loài mới để mô tả. 

4.1.2. Sinh học sinh thái và sinh cảnh của muỗi cát ở các tỉnh điều tra 

Sự phân bố của muỗi cát, bao gồm tất cả các loài, là khác nhau giữa các tỉnh 

về số loài cũng như độ phong phú và mật độ. Số lượng loài muỗi cát lớn nhất được 

thu thập ở Lạng Sơn và Ninh Bình, số lượng thấp nhất ở Lào Cai (Bảng 3.2 và hình 

3.1). Sự khác biệt giữa các tỉnh này có lẽ là do Lạng Sơn và Ninh Bình có nhiều 

đỉnh núi đá hình tròn, thường được gọi là “ổ bánh mỳ”. Điều đáng chú ý là chính 
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trong những “ổ bánh mỳ” này là nơi trú ẩn của các hang động và khe hở mà 55,36% 

số lượng muỗi cát đã được thu thập. Tất cả các giống và loài bao gồm cả Se. sp2 và 

Se. sp3 đã được báo cáo trong các môi trường cụ thể này. Các nghiên cứu trước đây 

được thực hiện ở Đông Nam Á (Thái Lan: SRhang=13), cũng như ở Châu Phi (Trung 

Phi: SRhang=7, D=0,6) và Nam Mỹ (Brazil: SRhang=17), đã báo cáo rằng những môi 

trường này rất thuận lợi cho loài muỗi cát [47, 124, 170]. Sau các hang động và khe 

nứt, các khu vực ngoài nhà là môi trường sống được ưa thích tiếp theo, bao gồm cả 

các khu vườn (Bảng 3.3), với 936 mẫu vật được thu thập trong môi trường này, 

chiếm 36,21% số lượng mẫu. Hơn nữa, 16 mẫu muỗi cát được thu thập trong 

chuồng chó, chiếm mật độ 0,36; thấp hơn mật độ tìm thấy trong hang động 

(Dhang=0,79) nhưng cao hơn mật độ tìm thấy ở khu vực ngoài nhà (Dngoài nhà=0,23) 

và các khu vực khác. Ở môi trường trong nhà và trong chuồng nuôi gia cầm/ gia 

súc/ lợn, số lượng muỗi cát thu được và mật độ của chúng rất thấp. Kết quả thống 

kê cho thấy sự phân bố của các loài không khác biệt về mặt thống kê theo tỉnh 

nhưng có sự khác biệt mạnh theo môi trường. Giá trị độ phong phú loài cao nhất 

được tìm thấy trong hang động và ngoài trời (SR=15 bao gồm Se. sp2 và Se. sp3). 

Trong chuồng gia súc và trong nhà, sự phong phú của các loài dao động từ 5 đến 9, 

cho thấy nhiều hành vi ưa đốt người hoặc sự hấp dẫn đối với động vật nuôi trong 

nhà đối với một số loài như Ph. stantoni. Trên thực tế, mặc dù loài này được tìm 

thấy trong mọi môi trường, nhưng nó là loài chính được thu thập chính ở trong nhà 

(11/30 mẫu vật; 36,67%) và trong chuồng chó (7/16 mẫu; 43,75%). Trong các hang 

động, loài này chỉ chiếm 2,24% (32/1431 mẫu vật). Cần có những nghiên cứu sâu 

hơn về sở thích kiếm ăn của loài này vì nó được mô tả là loài trong hang động ở 

Thái Lan (SRhang=26) và Malaysia (SRhang=18, n= 1548) [35, 135, 157].  

4.2. THỰC TRẠNG NHIỄM FLAVIVIRUS Ở MUỖI CÁT TẠI ĐỊA 

ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

4.2.1. Xác định Flavivirus trên muỗi cát  

NS5 là một protein có kích thước lớn (103kD), có tính bảo tồn cao. Thiết kế 

cặp mồi cFD2/MAMD trên vùng gen NS5 để xác định các Flavivirus trong các mẫu 

bệnh phẩm đã được tối ưu hoá trong nghiên cứu của Natale Scaramozzino và cộng 
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sự (2001). Cặp mồi này được thiết kế trên gen NS5 cho phép khuếch đại 51 loài 

Flavivirus [118]. Scaramozzino trong nghiên cứu của mình khẳng định việc sử dụng 

các đoạn trình tự ngắn (dưới 250 bp) hoàn toàn có thể xác định được các chủng 

Flavivirus (Hình 4.4). Vi rút  New York 99 West Nile (WN NY99) được xác định 

lần đầu tiên bằng việc sử dụng cặp mồi này và cũng đã xác định được cả 4 týp 

Dengue.  

 
Hình 4.4. Các trình tự khuếch đại bằng mồi cFD2 và FS778 của Flavivirus [150]. 

 Trong nghiên cứu của chúng tôi, mẫu phân tích sau khi có sản phẩm RT-

PCR được khuyếch đại bằng cặp muồi cFD2/MAMD (250 bp) đã được giải trình tự 

đoạn gen để khẳng định [150]. Kết quả trong nghiên cứu xác định được 2 trình tự 

tương đồng với  vi rút DEN2. Điểm khác biệt của nghiên cứu là mẫu chúng tôi sàng 
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lọc là dịch nghiền của muỗi cát cái còn trong nghiên cứu của Scaramozzino sử dụng 

mẫu bệnh phẩm trên người. Điều này cho thấy các chủng vỉ rút DEN2 mà muỗi cát 

cái mang có mối liên quan với các mẫu DEN2 trên bệnh nhân. Mặc dù điều này 

chưa chứng minh được vai trò truyền DEN2 nói riêng và Flavivirus nói chung của 

muỗi cát, tuy nhiên qua nghiên cứu này chúng ta cũng nhận thấy việc muỗi cát 

mang Flavivirus và đặc biệt là DEN2 là hoàn toàn có thể. Trong bối cảnh các vùng 

sinh thái tự nhiên đang bị thu hẹp do các tác động đô thị hoá thì khả năng các vi rút 

cũng biến đổi để thích nghi với điều kiện mới. Trong tương lai, chúng tôi hy vọng 

có thể có các nghiên cứu sâu hơn về vai trò gây bệnh của các chủng vi rút này. 

So sánh trình tự nucleotide đoạn gen thu được trong nghiên cứu cho thấy 2 

mẫu M2.25.26 và M3.27.07 tương đồng với chủng DEN2_China_SZ_2015 

KU094070.1 phân lập từ mẫu bệnh phẩm thu thập trên người ở Trung Quốc, năm 

2015 với tỷ lệ tương đồng là 82% và 93%. Việc 2 đoạn trình tự thu được trên muỗi 

cát cái tương đồng với vi rút DEN2 trên người ở Trung Quốc, là quốc gia có đường 

biên giới với Lạng Sơn đặt ra mối quan tâm về mối liên hệ và sự lưu hành của các vi 

rút DEN2 mặc dù số mẫu xác định được trong nghiên cứu là rất nhỏ (n=2). Cùng với 

các hoạt động kinh tế, du lịch đang ngày càng gia tăng giữa Lạng Sơn với Trung 

Quốc, việc phát hiện ra RNA trên một véc tơ mới như muỗi cát gợi ý việc giám sát 

chặt chẽ ca bệnh và véc tơ trong chương trình phòng chống SXHD tại Lạng Sơn nói 

riêng và trong chương trình giám sát SXHD nói chung. Đặc biệt, các hiểu biết về tập 

tính và sinh thái của loài muỗi cát mang RNA DEN2 này thuộc giống Sergentomyia 

từ trước tới nay được đánh giá là ít có vai trò truyền bệnh. Do vậy, việc định loại và 

phát hiện DEN2 có thể mở ra mối quan tâm cho các đề tài nghiên cứu khác kết hợp 

cùng tham gia để làm sáng tỏ vai trò truyền Flavivirus đặc biệt là DEN2 của giống 

muỗi cát Sergentomyia. 

4.2.2. Tỷ lệ nhiễm Flavivirus trên muỗi cát 

Trong kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy 0,198% quần thể muỗi cát 

cái thu thập tại thực địa nghi nhiễm Flavivirus, mang RNA của DEN2. Đây là 

nghiên cứu đầu tiên tại Việt Nam công bố điều này.  
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Một nghiên cứu khác của Gregory Moureau năm 2010 cũng công bố phát 

hiện RNA của Flavivirus trên muỗi cát. Trong nghiên cứu này, 1508 muỗi cát thu 

thập ở Pháp và Algeria, từ tháng 8 năm 2006 đến tháng 7 năm 2007, 2 pool con đực 

trong số 67 pool của loài Phlebotomus perniciosus này ở Algeria đã dương tính với 

Flavivirus. Kết quả 2 pool này có trình tự tương đồng với các Flavivirus, liên quan 

đến côn trùng truyền của giống Culex. Đây là mô tả đầu tiên về các Flavivirus chỉ 

dành cho côn trùng thuộc họ Culicidae (bao gồm các giống muỗi Aedes, Culex, 

Mansonia, Anopheles), được tìm thấy trên muỗi cát thuộc họ Psychodidae. Điểm 

khác biệt của nghiên cứu này với nghiên cứu của chúng tôi là phát hiện được 

Flavivirus trên muỗi cát đực. Do vậy, trong tương lai khi sàng lọc Flavivirus trên 

muỗi cát chúng tôi sẽ đề xuất nên tiến hành cả trên con đực và con cái để hiểu rõ 

hơn bản chất của vi rút nhóm Flavivirus. 

Nghiên cứu của Mirsada Hukić năm 2020 phát hiện 1 chủng virus Flavivirus 

mới ở muỗi cát ở Bosnia và Herzegovina. Phương pháp sàng lọc của nghiên cứu 

này giống với nghiên cứu của chúng tôi khi cùng sử dụng cặp mồi Pan-Flavivirus 

(MAMD/cFD2) trong phản ứng RT-PCR để sàng lọc Flavivirus trên các loài Ph. sp. 

Kết quả của nghiên cứu này thể hiện trong hình 1.7 [78].  

4.2.3. Một số đặc điểm của Flavivirus trên các loài muỗi cát cái 

Phát hiện thấy dấu vết DEN2 trên muỗi cát cái thuộc giống Sergentomyia ở 

Việt Nam của chúng tôi chưa đủ để khẳng định việc chúng có truyền loại vi rút này 

hay không. Tuy nhiên trong tương lai giống Sergentomyia nói chung và 2 loài 

Segentomyia (Parrotomyia) barraudi group và Segentomyia sp2 cần được nghiên 

cứu thêm để tìm hiểu vai trò của chúng trong việc truyền Flavivirus đặc biệt là 

Dengue týp 2. 

Xem xét các nghiên cứu trên thế giới đã công bố về việc sàng lọc Flavivirus 

trên muỗi cát, chúng tôi thấy các nghiên cứu này đều chỉ ra vai trò của muỗi cát 

Phlebotomus trong việc truyền vi rút nhóm này. Nhưng tới nay, chúng tôi chưa tìm 

thấy một bằng chứng chắc chắn nào ở Việt Nam về việc muỗi cát thuộc giống 

Phlebotomus nhiễm Flavivirus. Do vậy, trong những nghiên cứu tiếp theo với cỡ 
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mẫu lớn hơn có thể có câu trả lời chính xác và đầy đủ vai trò của giống này trong 

việc truyền Flavivirus. 

Ninh Bình, Lạng Sơn là 2 tỉnh tìm thấy bằng chứng Flavivirus trên muỗi cát 

trong khi đó 4 tỉnh khác là Sơn La, Quảng Ninh, Hà Giang và Lào Cai chưa tìm 

thấy bằng chứng này. Trong bối cảnh một số tỉnh như Sơn La là nơi có báo cáo ca 

mắc liên quan đến Flavivirus như viêm não không rõ nguyên nhân hay tình hình sốt 

xuất huyết đang gia tăng đột biến tại các tỉnh trước đây chưa có ca bệnh. Việc tìm 

hiểu rõ và phát hiện vai trò của các véc tơ truyền bệnh mới như nghiên cứu này cần 

được tăng cường về quy mô cũng như kỹ thuật xét nghiệm nhằm mang lại những 

kết quả hữu ích cho công tác phòng chống dịch bệnh. 

Hạn chế trong nghiên cứu là những mẫu có RNA DEN2 không đủ thể 

tích để thực hiện phân lập vi rút, tiến hành những phân tích sâu hơn cung cấp 

dữ liệu cho thấy Flavivirus có thể được truyền qua muỗi cát ở Việt Nam. 

4.3. THỰC TRẠNG NHIỄM LEISHMANIA Ở MUỖI CÁT TẠI ĐỊA ĐIỂM 

NGHIÊN CỨU VÀ NGUY CƠ LÂY TRUYỀN SANG NGƯỜI 

4.3.1. Leishmania xác định được tại Quảng Ninh 

Bệnh do Leishmania nội tạng trên người lần đầu được báo cáo vào năm 2000 

tại tỉnh Quảng Ninh [12]. Những trường hợp này đặt ra câu hỏi về sự lây truyền 

Leishmania địa phương ở Việt Nam. Mẫu thu thập từ một bệnh nhân ở Quảng Ninh 

được Viện liên quốc gia Queensland, Brisbane, Australia xác định là Leishmania 

infantum hoặc L. donovani.  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã sàng lọc được 1 mẫu Leishmania sp. từ 

cá thể muỗi cát bắt tại một hang đá gần với vị trí nhà bệnh nhân ghi nhận năm 2000. 

Kết quả giải trình tự gen của chủng Leishmania trong nghiên cứu đã xác định có 

trình tự tương đồng 99,89% với L. infantum hoặc L. donovani (Hình 3.9). Điều này 

hoàn toàn tương đồng với kết quả phân lập từ bệnh nhân của Viện liên quốc gia 

Queensland, Brisbane, Australia. Điều đáng tiếc là tiêu bản muỗi cát cái của mẫu 

vật này không cho ra được thông tin của loài cụ thể. Khi tra cứu lại bẫy đặt thu thập 

lúc đó chúng tôi thấy rằng bẫy bắt được 24 cá thể muỗi cát: 8 con là Se. barraudi 

group; 1 Chinius junlianensis; 8  Ph. mascomai; 2  Ph. stantoni; 2  Se. sylvatica; 2  
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Ph. yunshengensis và 1 cá thể không xác đinh - NA. Hơn nữa, đối chiếu kết quả thu 

thập muỗi cát năm 2001 tại nhà bệnh nhân được chẩn đoán mắc Leishmania chúng 

tôi cũng thấy ở đó cũng từng ghi nhận sự có mặt của  Ph. stantoni [12].  

Tổng hợp tất cả dữ liệu côn trùng của sáu tỉnh phía Bắc, trong số 2585 mẫu 

vật, chỉ có 46 mẫu vật được tìm thấy trong nhà hoặc trong chuồng chó. Loài chính 

được tìm thấy trong các môi trường này là Ph. stantoni (18/46 - 39,13%). Loài này 

ít được nghiên cứu và chưa bao giờ được mô tả là véc tơ của Leishmania. Tuy 

nhiên, kết quả hai bài báo ở Thái Lan cho thấy rằng có dấu vết máu người và DNA 

của Trypanosoma được phát hiện trong Ph. stantoni, nghi ngờ khả năng loài này sẽ 

trở thành véc tơ truyền Leishmania [133, 160].  

Một số yếu tố khác trong trường hợp phát hiện Leishmania sp. tại Quảng 

Ninh:  

- Thứ nhất: tại địa bàn thu mẫu, Quảng Ninh có biên giới tiếp giáp với Trung 

Quốc, nơi có báo cáo ca bệnh do Leishmania thể nội tạng trên chó thể nhiễm L. 

infantum và cả trên người thể nhiễm L. donovani [109].  

- Thứ 2: các bệnh nhân nhiễm Leishmania ở Quảng Ninh trước đây được ghi 

nhận hội chứng suy giảm miễn dịch do đồng nhiễm HIV, trường hợp này giống với 

báo cáo ca bệnh tại Quảng Bình năm 2018 [132].  

- Thứ 3: các véc tơ và tác nhân Leishmania gây bệnh được thu thập gần với 

nhà bệnh nhân năm 2001. 

Chúng tôi nhận thấy sau 15 năm kể từ năm 2001 khi báo cáo tìm thấy 

Leishmania trên bệnh nhân đến năm 2016, chủng Leishmania trên muỗi cát tại tổ 4 

phường Quang Hanh, thành phố Cẩm Phả, tỉnh Quảng Ninh mặc dù có mặt của 

muỗi cát, có sự hiện diện của tác nhân gây bệnh thể VL cả trên người và véc tơ 

đồng thời tiếp giáp với Trung Quốc nơi có báo cáo ca bệnh do Leishmania thể nội 

tạng trên chó thể nhiễm L. infantum và cả trên người thể nhiễm L. donovani 

[109] nhưng lại hoàn toàn không thấy báo cáo ca bệnh mới nào. Điều này đặt ra 

một câu hỏi là tại sao lại như vậy? Phải chăng do hệ thống giám sát ca bệnh tại 
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địa phương chưa đủ năng lực phát hiện ra hay về bản chất tác nhân gây bệnh này 

có điều gì đặc biệt. 

Mặt khác, khi phân tích trình tự gen của chủng Leishmania sp. chúng tôi tìm 

thấy được một chuỗi trình tự dài 907 bp tương đồng tới 99.89% (906/907 

nucleotide) so với hai chủng L. donovani CP022642.1 và L. infantum LR812960.1, 

sự sai khác duy nhất là vị trí axit amin T147C (Hình 3.10 và 3.11). Điều trùng hợp 

là mặc dù 2 chủng L. donovani CP022642.1 và L. infantum LR812960.1 có kích 

thước đoạn gen khá lớn tương ứng 1159 kb và 1175 kb nhưng vị trí từ 251340 đến 

252246 của chủng L. donovani CP022642.1 tương đồng 100% với vị trí từ 268402 

đến 268948 của chủng L. infantum LR812960.1. Chính điều này khiến cho chúng 

tôi không định danh chính xác được chủng phân lập trong nghiên cứu và điều này 

giống với kết quả công bố năm 2001 của Viện liên quốc gia Queensland, Brisbane, 

Australia về xác định Leishmania của mẫu phân lập trên bệnh nhân [12].  

Tăng số mẫu so sánh, chúng tôi tiếp tục tiến hành so sánh với chủng 

Leishmania chagasi CP048191.1, Leishmania infantum FR796459.1 và một số 

chủng khác. Đặc điểm chung của các chủng này là đều gây ra bệnh thể VL, tuy 

nhiên đối tượng là khác nhau, một số chủng phân lập trên chó, một số chủng phân 

lập trên người. Kết quả cho thấy trình tự đoạn gen trên chủng Leishmania xác định 

được tại Quảng Ninh là một đoạn gen chung của tất cả các chủng này. Mặt khác, 

khi so sánh với các chủng Leishmania khác như L. tropica hay L. major (thể da) 

chúng tôi không thấy sự tương đồng trong các trình tự gen so sánh. Điều này giúp 

chúng tôi hướng đến chủng Leishmania xác định được ở Quảng Ninh là một chủng 

gây ra bệnh thể nội tạng. 

Kết hợp với thông tin bệnh nhân bị suy giảm miễn dịch nên làm giảm khả 

năng đặc hiệu của chủng nhiễm, hay nói cách khác có thể bị lây nhiễm các tác nhân 

mà trước đây chỉ lưu hành trên động vật, chúng tôi đặt ra giả thuyết rằng chủng 

Leishmania sp. thu thập trên muỗi cát ở Quảng Ninh là nguyên thuỷ hơn so với các 

chủng gây bệnh khác phân lập được trên chó hoặc người. Nhiều khả năng xem xét ở 

mức độ phát sinh loài thì các chủng Leishmania gây bệnh VL xuất hiện trên muỗi 

cát trước, sau đó mới phân hoá thành các chủng khác gây bệnh trên động vật và 
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người tùy theo điều kiện thực tế. Điều này cũng đã được đề cập đến trong bài báo 

tổng hợp các nghiên cứu về Leishmania và muỗi cát của M. Akhoundi và cộng sự 

năm 2016 [29]. Giả thuyết này giải thích một phần việc định danh chủng của chúng 

tôi ở giữa 2 loài L. donovani hoặc L. infantum, và khoảng thời gian dài không có ca 

bệnh VL mới trên người tại địa bàn nghiên cứu. Tuy nhiên, đây mới là giả thuyết 

ban đầu và cần rất nhiều nghiên cứu tiếp theo để khẳng định, chúng tôi mong muốn 

trong tương lai sẽ có nhiều nhà khoa học trong và ngoài nước cùng nghiên cứu lĩnh 

vực này để đưa ra các bằng chứng chính xác trả lời cho câu hỏi giả thuyết này là 

đúng hay sai. 

4.3.2. Leishmania xác định được tại Sơn La 

Thông thường Leishmania infantum được nhắc đến như một tác nhân gây 

bệnh do Leishmania thể nội tạng trên chó. Bệnh ghi nhận ở Châu Âu, Châu Mỹ, 

Châu Phi, Trung Á, Đông Á (Hình 4.7) [29, 182].  Ở Trung Quốc, véc tơ truyền 

Leishmania infantum ghi nhận là Ph. chinensis, Ph. alexandri, Ph. wui, Ph. 

kiangsuensis còn các nước khác ghi nhận véc tơ truyền bệnh đều thuộc giống 

Phlebotomus. Sơn La trong nghiên cứu này là một tỉnh miền núi lần đâu tiên ghi 

nhận Leishmania infantum trên muỗi cát thuộc giống Phlebotomus thu thập được 

trong chuồng lợn. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trước đây. 
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Hình 4.5. Sự phân bố địa lý của véc tơ muỗi cát trên thế giới theo các loài 

Leishmania và ổ chứa động vật ở Cựu và Tân Thế giới [29]. 

Trong mẫu Leishmania dương tính của Sơn La chúng tôi phát hiện thấy 7 

trình tự gen tương đồng với 8 class (class 13, 16, 18, 25, 31, 38, 39 và 50) trên 

minicircle kinetoplas của các chủng Leishmania infantum đã công bố. Điều này cho 

thấy sự phức tạp trong cấu trúc di truyền của nhóm ký sinh trùng này. Các gen vòng 

trên các kinetoplas có độ lặp cao, phân hoá nhiều lớp, nếu không sử dụng kỹ thuật 

giải trình tự gen NSG thì rất khó có thể phân tích và tách biệt được những đoạn lặp 

này (Bảng 3.9). 

Ở Sơn La chúng tôi ghi nhận 3 loài muỗi thuộc giống Phlebotomus trong đó 

loài Ph. stantoni (n=37) chiếm ưu thế nhất trong số những loài này, Ph. betisi (n=5) 

và Ph. mascomai (n=1). Tại thời điểm thu mẫu có 4 cá thể muỗi cát, 3 trong số đó 

thuộc giống Sergentomyia bao gồm 1 cá thể thuộc loài Se. hivernus và 2 cá thể 

thuộc Se. barraudi. Duy nhất 1 cá thể Ph. sp thì sàng lọc được Leishmania 

infantum. 
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4.3.3. Leishmania xác định được tại Ninh Bình 

Như đã mô tả ở trên, tại sáu tỉnh được nghiên cứu, phần lớn các mẫu muỗi 

cát được thu thập trong môi trường hang và đặc biệt là các “ổ bánh mỳ”, cho thấy 

sự ưa thích nhiệt đới đối với các loài động vật hoang dã có hang, như dơi (Bảng 

3.3). Những ổ bánh mỳ thường được bao quanh bởi những ngôi nhà ở ngoại vi của 

các thị trấn hoặc làng mạc hoặc trong môi trường nông thôn. Điều này cho thấy có 

thể có sự tiếp xúc giữa muỗi cát trong hang với con người và động vật nuôi. Chứng 

minh bằng thực tế là tất cả các loài được xác định (bao gồm cả Se. sp2 và Se. sp3) 

đều được tìm thấy trong hang động và ngoài trời, trong khi tính đa dạng của loài 

thấp hơn nhiều trong nhà và trong chuồng động vật (từ 15 loài khác nhau trong hang 

động đến 5 loài ở chó và chuồng lợn). Tuy nhiên, tại Ninh Bình, việc 1 cá thể Se. 

sp2 bắt được ở sinh cảnh ngoài nhà nhiễm Leishmania infantum cho thấy nguy cơ 

về việc có thể lây truyền bệnh do Leishmania cho người hoặc vật nuôi như chó hoặc 

mèo. Leishmania infantum là một trong những chủng chính gây nên bệnh do 

Leishmania thể nội tạng, trong tất cả các nghiên cứu trước đây chỉ ghi nhận các loài 

muỗi thuộc giống Phlebotomus là véc tơ truyền [182]. Việc phát hiện ra Leishmania 

infantum trên Sergentomyia sp2 là một phát hiện rất mới.  

Tương tự như chủng ở Sơn La, trong mẫu Leishmania chúng tôi thu thập ở 

Ninh Bình cho thấy 2 trình tự tương đồng với các trình tự của các chủng 

Leishmania infantum đã công bố trên class 16 và 25 thuộc minicircle kinetoplas.  

Tuy rằng với những dữ liệu này chưa đủ để kết luận Se. sp2 là véc tơ truyền 

L. infantum nhưng phát hiện này lần đầu tiên khẳng định sự có mặt của Leishmania 

trên quần thể muỗi cát tại Việt Nam, hơn nữa là một chủng gây bệnh thể nội tạng rất 

nguy hiểm. Muỗi cát giống Sergentomyia từ trước tới nay chưa được ghi nhận 

truyền Leishmania [29] nên những hiều biết về chúng còn nhiều hạn chế. Với kết 

quả của đề tài, chúng tôi nghĩ nên tăng thêm vai trò của véc tơ truyền bệnh của 

giống Sergentomyia và nên đưa vào giám sát để làm rõ vai trò truyền bệnh của 

giống Sergentomyia nói chung và loài Se. sp2  nói riêng. Một số nghiên cứu cho 

rằng các loài muỗi cát Sergentomyia có thể truyền bệnh Leishmania [23, 110, 156]. 

Gần đây, dữ liệu được công bố bởi Srisuton và cộng sự [165] chỉ ra rằng một số loài 
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muỗi cát có thể là vật trung gian tiềm ẩn của ký sinh trùng Leishmania và 

Trypanosoma ở miền Nam Thái Lan. Vì vậy, muỗi cát và ổ sinh thái liên quan cần 

được nghiên cứu thêm. Ở Việt Nam, Leishmania có thể được truyền bởi muỗi cát và 

sự lây truyền này có thể xảy ra trong các hang động mà con người thường xuyên lui 

tới. Tất cả những khía cạnh này nhấn mạnh sự cần thiết phải nghiên cứu sâu hơn các 

quần thể muỗi cát ở Việt Nam để xác định véc tơ và vị trí lây truyền bệnh do 

Leishmania.  

Hình 4.5 cho thấy Việt Nam là một nước chưa có số liệu báo cáo về phân bố 

địa lý của véc tơ muỗi cát, các loài Leishmania và ổ chứa động vật. Trong nghiên 

cứu này của chúng tôi đã cập nhật được loài L. infantum tìm thấy trên véc tơ muỗi 

cát thuộc cả 2 giống Sergentomyia và Phlebotomus tại hai tỉnh của Việt Nam là 

Ninh Bình và Sơn La, đây là lần đầu tiên ở Việt Nam có số liệu báo cáo về phân bố 

địa lý của muỗi cát và các loài Leishmania. Đồng thời với địa điểm nghiên cứu cũ 

đã từng ghi nhận ca bệnh do ký sinh trùng Leishmania gây ra ở Quảng Ninh, chúng 

tôi cũng có bằng chứng khẳng định lại sự có mặt của ký sinh trùng này trên cá thể 

muỗi cát cái thu thập được. 

 

KẾT LUẬN 
 

1. Thành phần loài và một số đặc điểm phân bố muỗi cát tại 6 tỉnh miền Bắc, 

Việt Nam (2016-2018) 

Tại 6 tỉnh miền núi phía Bắc Việt Nam đã thu thập được 2585 con muỗi cát, 

trong đó 1511 con đực (58,5%) và 1049 con cái (40,6%), ghi nhận 5 giống 

Sergentomyia chiếm cao nhất (n=2067; 79,96%), Phlebotomus (n=340; 13,15%), 

Chinus (n=31,; 1,2%), Idiophlebotomus (n=14; 0,54%) và Grassomyia (n=6; 0,23%).  

Tổng số 15 loài muỗi cát được ghi nhận thuộc 5 giống trên, trong đó có 13/15 loài 

được định danh: Giống Sergentomyia có 7 loài Sergentomyia (Neophlebotomus) 

sylvatica, Sergentomyia (Parrotomyia) brevicaulis group, Segentomyia (Parrotomyia) 

barraudi group, Sergentomyia (Sergentomyia) bailyi, Sergentomyia (Neophlebotomus) 

hivernus, Sergentomyia (Neophlebotomus) perturbans, Sergentomyia (Neophlebotomus) 
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khawi; giống Grassomyia có 1 loài Grassomyia indica; giống Phlebotomus có 4 loài 

Phlebotomus (Anaphlebotomus) stantoni, Phlebotomus (Euphlebotomus) 

yunshengensis, Phlebotomus (Larroussius) betisi, Phlebotomus (Euphlebotomus) 

mascomai; giống Chinius có 1 loài (Chinius junlianensis); 

Hai muỗi cát chưa định danh là Sergentomyia sp2. và Sergentomyia sp3. 

Muỗi cát ghi nhận có mặt ở tất cả các sinh cảnh: Trong hang động chiếm cao 

nhất (n=1431), tiếp đến ngoài nhà (n=936), chuồng gia súc (n=65), chuồng gia cầm 

(n=66), chuồng lợn (n=41), trong nhà (n=30), chuồng chó (n=16). Độ phong phú 

loài muỗi cát cao nhất là ở hang và sinh cảnh ngoài nhà (gồm cả Se. sp2 và Se. sp3).  

2. Thực trạng nhiễm Flavivirus ở muỗi cát tại địa điểm nghiên cứu 

Tỉ lệ muỗi cát cái mang RNA vi rút DEN2 trong nghiên cứu là 0,198% (n=2) 

tại Ninh Bình trên muỗi cát cái Sergentomyia sp2 thu thập trong hang đá và tại 

Lạng Sơn trên muỗi cát cái Sergentomyia barradi thu thập ở trong hang đá. 

3. Thực trạng nhiễm Leishmania spp. ở muỗi cát tại địa điểm nghiên cứu 

 Leishmania spp. được xác định trên muỗi cát cái ở 3 tỉnh Sơn La, Quảng Ninh 

và Ninh Bình với tỉ lệ nhiễm trên quần thể muỗi cát cái là 3/1009 cá thể (0,297%).  

Mẫu Leishmania spp. đầu tiên chưa khẳng định loài (tại Quảng Ninh) trên 

muỗi cát cái thu thập trong hang đá; Mẫu Leishmania spp. thứ 2 được khẳng định là 

Leishmania infantum thu thập tại Ninh Bình trên muỗi cát cái Sergentomyia sp2 ở 

sinh cảnh ngoài nhà và mẫu Leishmania spp. thứ 3 cũng là Leishmania infantum, 

thu thập ngày 10/10/2016 tại Sơn La, được sàng lọc trên muỗi cát cái thuộc giống 

Phlebotomus ở trong chuồng lợn. 
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KHUYẾN NGHỊ 

1. Mở rộng thêm các điều tra thu thập muỗi cát tại các tỉnh khác để có thêm số 

liệu so sánh với kết quả của nghiên cứu và xây dựng bản đồ phân bố muỗi cát; 

2. Tiếp tục các nghiên cứu về hình thái học, sinh học phân tử để định loại chính 

xác các véc tơ muỗi cát truyền bệnh và làm rõ thêm vai trò của các tác nhân gây 

bệnh như Flavivirus đặc biệt là DEN2 và Leishmania spp. trên muỗi cát để có bức 

tranh tổng thể và toàn diện hơn;  

3. Mở rộng triển khai nghiên cứu về tập tính, sinh học sinh thái của muỗi cát 

trong các sinh cảnh gần người để có các biện pháp phòng chống chủ động khi có 

các bằng chứng tìm thấy RNA của DEN2 và Leishmania spp. trên muỗi cát cái. 



116 

 

TÍNH MỚI, TÍNH KHOA HỌC VÀ TÍNH THỰC TIỄN LUẬN ÁN 
 

Luận án đã đóng góp một số điểm mới, tính khoa học và tính thực tiễn: 

1. Tính mới: 

- Là một nghiên cứu mới bao hàm nhiều nội dung liên quan đến đặc điểm dịch tễ 

phân bố của muỗi cát và thực tạng nhiễm tác nhân gây bệnh truyền nhiễm tại 

Việt Nam. Nghiên cứu đóng góp dữ liệu phân bố dịch tễ của 5 giống và 13 loài 

muỗi cát và 2 loài chưa định danh, vai trò trung gian truyền bệnh; 

- Xác định bằng chứng muỗi cát cái mang tác nhân Flavivirus và ký sinh trùng 

đơn bào Leishmania spp. gây bệnh ở người, mở ra định hướng nghiên cứu trong 

tương lai, giúp các nhà dịch tễ, côn trùng, sinh học & sinh học phân tử và nhà 

lâm sàng truyền nhiễm nhận ra thêm căn nguyên bệnh truyền nhiễm đang nổi tại 

Việt Nam, nhất là khi nhiệt độ trái đất ấm dần lên-là điều kiện thời tiết tốt cho 

tăng quần thể muỗi cát do rút ngắn chu kỳ phát triển;  

- Dù muỗi cát thường sống trong các hang động và ít ở khu vực dân cư nhưng 

hiện đã có bằng chứng có mặt ở bên ngoài hang động và chuồng vật nuôi ở vùng 

lưu hành, nên có thể đây là vấn đề mới cần quan tâm khía cạnh sức khỏe du lịch 

sinh thái, hang động và tại các vùng lưu hành muỗi cát này.   

2. Tính khoa học 

- Luận án vận dụng phương pháp và kỹ thuật nghiên cứu cổ điển hình thái, sinh 

học phân tử, giải trình tự gen để xác định giống, loài muỗi cát cũng như tác nhân 

gây bệnh Flavivirus và Leishmania spp. tại các tỉnh miền Bắc Việt Nam; 

- Quá trình nghiên cứu có hợp tác giữa Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương với đối 

tác nghiên cứu tại Montpellier, Pháp nên kết quả đạt độ chính xác và tin cậy cao.  

3. Tính thực tiễn 

- Kết quả nghiên cứu trong luận án cung cấp dữ liệu mới, cảnh báo bệnh truyền 

nhiễm đang nổi tại Việt Nam, mở ra hướng nghiên cứu sâu trong tương lai về cả 

dịch tễ, vi sinh vật, lâm sàng và điều trị và biện pháp phòng chống; 

- Dữ liệu nghiên cứu có thể là tài liệu tham khảo, thực hành lâm sàng và giảng 

dạy đại học và sau đại học về vi sinh, ký sinh trùng và côn trùng học. 
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MỘT SỐ ĐIỂM HẠN CHẾ CỦA NGHIÊN CỨU 
 

Nghiên cứu đã phát hiện 2 loài muỗi cát mới là Se. sp2 và Se. sp3 nhưng chưa 

định loài. Do đó, thời gian đến tiếp tục thu thập thêm thông tin liên quan, đồng thời 

phối hợp với chuyên gia về muỗi cát trong và ngoài nước để khẳng định loài.  

Việc tìm thấy bằng chứng Leishmania spp. trên quần thể muỗi cát cái ở Việt 

Nam là một phát hiện rất mới. Tuy nhiên, chưa làm rõ vai trò truyền ký sinh trùng 

đơn bào Leishmania spp. của loài muỗi cát ở Việt Nam, cần thêm bằng chứng bổ 

sung như khả năng lây truyền, sự nhân lên của vi rút trong cơ thể các muỗi cát đó. 

Trong tương lai, khi có thể nuôi, nhân dòng được loài muỗi cát, phân lập được các 

Leishmania spp. gây bệnh, sẽ giúp cung cấp thông tin đầy đủ hơn về vai trò truyền 

bệnh của véc tơ này ở Việt Nam. 

So sánh với các nghiên cứu khác đã phát hiện Flavivirus trên muỗi cát thông 

qua phân lập được các chủng vi rút, cho phép thu nhận được trình tự các đoạn gen 

vi rút hoàn chỉnh hơn. Trong nghiên cứu này, chưa phân lập nên kết quả chỉ dừng 

lại ở mức độ ghi nhận có bằng chứng có Flavivirus trên mẫu muỗi cát cái thu thập.  

Mặt khác, các nghiên cứu trên thế giới cho thấy muỗi cát đực cũng có khả 

năng bị nhiễm Flavivirus, trong nghiên cứu này mới thực hiện sàng lọc trên muỗi 

cát cái. Do vậy, trong tương lai sẽ tiến hành trên cả các mẫu muỗi cát đực. 
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Phụ lục 01: Phiếu thu thập thông tin sinh cảnh đặt bẫy muỗi cát 
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Sơn La (10/10/2016 – 14/10/2016) 
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Phụ lục 02: Hình ảnh chụp tiêu bản muỗi cát  
 

 
Hàm của Ch.junlianesis chụp ở vật kính x60 

 

 
Túi chứa tinh của Ch.junlianesis chụp ở vật kính x60 



- 20 - 

 

 

 
Hàm của Id.longiforceps chụp ở vật kính x60 

 

 
Túi chứa tinh của Id.longiforceps chụp ở vật kính x60 
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Hàm của Ph. betisi chụp ở vật kính x60 

 

 
Túi chứa tinh của Ph. betisi chụp ở vật kính x60 



- 22 - 

 

 

 
Hàm của Ph. mascomai chụp ở vật kính x60 

 

 
Túi chứa tinh của Ph. mascomai chụp ở vật kính x40 



- 23 - 

 

 

 
Hàm của Ph. stantoni chụp ở vật kính x60 

 

 
Túi chứa tinh của Ph. stantoni chụp ở vật kính x40 
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Hàm của Ph.yunshengensis chụp ở vật kính x60 

 

 
Túi chứa tinh của Ph.yunshengensis chụp ở vật kính x60 
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Hàm của Se.hivernus chụp ở vật kính x40 

 

 
Túi chứa tinh của Se.hivernus chụp ở vật kính x40 
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Hàm của Se.khawi chụp ở vật kính x40 

 

 
Túi chứa tinh của Se.khawi chụp ở vật kính x40 
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Hàm của Se.pertuban chụp ở vật kính x40 

 

 
Túi chứa tinh của Se.pertuban chụp ở vật kính x40 
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Hàm của Se.2 chụp ở vật kính x40 

 

 
Túi chứa tinh của Se.2 chụp ở vật kính x40 
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Hàm của Se.barraudi chụp ở vật kính x60 

 

 
Túi chứa tinh của Se.barraudi chụp ở vật kính x40 
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Hàm của Se.brevicaulis chụp ở vật kính x60 

 

 
Túi chứa tinh của Se. brevicaulis chụp ở vật kính x40 
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Hàm của Gr. indica chụp ở vật kính x40 

 

 
Túi chứa tinh của Gr. indica chụp ở vật kính x60 
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Hàm của Se. sp3 chụp ở vật kính x40 

 

 
Túi chứa tinh của Se. sp3 chụp ở vật kính x10 

 


