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PAT VAN PE

Human Papillomavirus (HPV) 1a tac nhan thuong gap nhét trong céac
nhiém trang lay truyén qua duong tinh duc va la nguyén nhan quan trong dan
t6i ung thu ¢ tir cung (UTCTC), loai ung thu ding hang tha hai trong cac
loai ung thu & nir gioi [1].

Hang nam trén thé gigi, wdc tinh c6 khoang 529.000 ca mic moi
UTCTC, tir vong khoang 275.000 trudng hop, trong d6 85% téng s cac
truong hop bénh gip & nhitng nude dang phat trién [2]. Mdi nim, Chau A ¢
thém khoang 312.000 bénh nhan UTCTC, chiém 59% truong hop mac méi
trén toan thé gioi dic biét ¢ khu vuc Nam A va Pong Nam A, noi ¢o ty 18
nhiém HPV cao nhét trong chau luc [1], [2]. Cung V&i sy ting nhanh ty 1&
nhiém HPV trong cong ddng, UTCTC thuc sy tro thanh ganh niang bénh tat
toan cau, gay anh hudng nang né dén sic khoe va tam ly cua nit gidi.

HPV thudc ho Papillomaviridea véi hon 200 genotype khac nhau vé vat
lieu di truyén trong d6 dd dugc xac dinh khoang 100 genotype, va khoang 40
genotype HPV d& dugc xac dinh ¢ niém mac duong sinh duc nguoi [3], [4].
Nhimng genotype HPV "nguy co cao" gy ting sinh, loan san va gy bién doi té
bao ¢6 tir cung dan dén ung thu thudng thudc loai alpha mucosotropic -5, -6, -7,
-9, -11 [5], [6]. Tdm genotype HPV (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -45, -52, va -58)
duogc thdng ké 1a nhitng genotype phé bién nhat, c6 lién quan téi hon 90% cac
trudng hop UTCTC trén toan thé gisi va rieng HPV-16, -18 gip & 70% cac
truong hop [7], [8].

HPV khdng chi c6 méi lién quan mat thiét véi UTCTC ma con ¢ vai
tro quan trong trong sy hinh thanh ung thu hau mén, am ho, am dao, duong
vat, ung thu phdi va mot sé ung thu ving hau hong. Dong thoi, HPV con la
nguyén nhan cta nhiéu bénh canh 1am sang trén da va niém mac nhu hat com,
sui mao ga sinh duc-hau mon, u nhi thanh quan tré so sinh...[9].

Hién nay, véc xin phong chéng HPV-16 va HPV-18 da gop phan dang
ké trong viéc giam ty 16 UTCTC trén thé gioi. Tuy nhién, su phan bd céc
genotype HPV lai thay ddi theo timg ving dia ly va theo ting sic toc khac nhau
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[10]. Hon nita, kha ning bao vé chéo cua vac xin phong chdng HPV-16, -18
dugc chang minh 1a kém hiéu qua hon ddi véi cac genotype "nguy co cao” khéc
(dudi 1%) [11], [12]. Theo két qua nghién ctu dich t& hoc, HPV-16 va HPV-18
la nhitng genotype phd bién nhat tai chau Au va chau My [13], nguoc lai & chau
A, HPV-16, HPV-52 va HPV-58 la nhitng genotype chiém ty 1¢é cao nhat [14].
Tai Nhat Ban, Philippine, Pai Loan va tinh Chiét Giang phia nam Trung Quéc,
HPV-52 dugc xac dinh 13 genotype HPV thudng gap nhét [15], [16], [17], [18].
Vi vay, nghién cau vé su phan bé dich t& hoc genotype HPV lién quan t6i su
bién d6i té bao theo vung dia Iy va chiing toc 1a nhitng thdng tin rat can thiét cho
chuong trinh trién khai vic xin phong chong HPV va ké hoach trién khai cac
phuong phap phat hién, sang loc sém HPV trong cong dong.

Tai Viét Nam, theo théng ké& cua T chic Y té thé gidi nam 2010,
UTCTC hién dang 14 loai ung thu chiém ty Ié cao nhat ¢ nit gisi lua tudi 15 -
44, véi hon 6000 ca nhiém méi (ty 1é: 11,7 trén 100,000 phu nir) va tir vong
hon 3000 tredng hop mdi nam [1]. Didu dic biét quan tdm 1a phan 16n cac
truong hop UTCTC thuong dugc phat hién ¢ giai doan mudn, trong khi qua
trinh dién tién tir nhiém vi rat dén ung thu thudng trai qua trong mat thoi gian
dai. Qua trinh tién trién tir mtrc d6 loan san nhe, loan san vira, loan san niang
dén ung thu tai chd (giai doan ton thuong co thé phuc hdi) va dén giai doan
ung thu xam nhap c6 thé kéo dai tir 10 - 25 nam [19]. Pay chinh 13 co hoi ¢6
y nghia cho viéc phat hién nhidm HPV, sang loc nhitng ngudi c6 nguy co méc
UTCTC nham gidp qué trinh diéu tri hiéu qua céc ton thuong tién ung thu va
ung thu giai doan sém. Tuy nhién, ¢ Viét Nam xét nghiém té bao md bénh
hoc (xét nghiém Pap smear) va phat hién HPV DNA con chua phé bién rong
rai [20]. Hon nita, cac két qua nghién cau vé su phan b dich t& hoc HPV
trong cong dong con han ché [14].

Véi tim quan trong va y nghia cua viéc cac dinh genotype HPV ciing
nhu xuat phat tir thuc tién néu trén, dé tai "Xac dinh ty 18 nhiém va genotype
cua Human Papillomavirus trén gai mai dam tai Hai Phong, Viét Nam"

duoc thuc hién véi cac muc tiéu sau:
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Xdc dinh tp 1& nhiém Human Papillomavirus va mét sé yéu té lién
quan trén doi tweng gai mai dam tai Hai Phong, Vigt Nam.
Khdo sat s phan bé genotype ciia HPV ¢ gai mgi dam nhiém HPV.

Ddnh gida sw lién quan giga sw bién doi té bao cé tir cung va céac
genotype HPV.
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CHUONG 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1.Pic diém chung cia Human Papillomavirus (HPV)
1.1.1. Hinh th&i va céu tric caa HPV

HPV 1a nhom vi rut ¢6 kich thudc nho, ho Papillomavirideae, khdng
vo, dbi xirng xodn 6c¢. Hat vi rat c6 duong kinh 52 - 55nm, vé gom 72 don vi
capsomer. Mbdi don vi capsid gdm mot pentamer cua protein cu tric L1 két
hop véi mét protein L2 (protein ndy Ia thanh phan khang nguyén duoc su
dung trong phan ang mién dich dic hiéu).

L2 protein

~ I~ L1 capsomer
, (Pentamer cutia protein L1)

J

%ﬂ) DNA hal chudi,
hinh vong (8kb)

Hinh 1.1. Hat vi rut caa HPV

Ca hai protein cu trac déu do vi rat tw ma hoa: Protein capsid chinh
(L1) ¢6 kich thuéc khoang 55 kDa va chiém khoang 80% tong sé protein cua
vi rat. Protein capsid phu (L2) c¢6 kich thudc khoang 70 kDa [3].
1.1.2. Pic diém ciu tric va chire ning cac gen cia HPV
1.1.2.1. Pdc diém cdu trac

HPV c¢6 vat liéu di truyén 1a DNA, mot mach doi khong hoan chinh,
ton tai dang siéu xoan hinh vong (circular ds-DNA). Bo gen cua vi rt chiém
khoang 12% trong lugng cua hat vi rt, chiéu dai tir 7800 dén 8000 cip base
(bp) trong d6 guanosine va cytosine chiém 42%. DNA cua vi rat lién két véi
histone cua té bao chu tao thanh ciu trdc phac hop gibng Chromatin
(Chromatin-like complex).
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Cau trac bo gen cua nhom Papillomavirus néi chung twong tu nhau &
cac loai vat chu, tat ca cac khung doc mg ORF (Open Reading Frame) cua vi rit
déu trén mot chudi DNA. Diéu ndy c6 nghia 13 tit ca cac gen cua vi rdt nam trén
mot mach DNA va qua trinh phién ma xay ra trén mot mach duy nhat. Bo gen
cta HPV ¢6 10 khung doc ma ORF duoc chia lam hai loai 1a khung doc mé sém

va khung doc mé muon tuy theo vi tri cia ORF trong bo gen [21].
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(~7,900 bp)
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Hinh 1.2. C4u trac b gen caa Papillomavirus va HPV 16 [3]

Bo gen cua HPV duoc chia lam ba vang quan trong [21]:

1. Vung diéu hoa thuong ngudn URR (Upstream Regulatory Region)
hay con duoc goi 1a ving diéu hoa dai LCR (Long Control Region), chua
DNA khong mé hoa, c6 chic ning diéu hoa qua trinh sao chép DNA va qua
trinh phién ma. Pay 1a viing bién dong nhat, chiém khoang 10% chiéu dai cia
bo gen, twong duong 800 dén 1000 bp ty theo tirng genotype khac nhau.
Trinh ty ving URR bao gom:

o Trinh tu ting cudng: 13 noi gin cua cac nhan té phién ma nhu AP-1,

NF1, otc 1, TEF1, TEF2, YY1...

o Promoter bao gdm cau tric TATA va ving khai dau cho qua trinh
phién ma tdng hop RNA (P97 & HPV16 va P105 & HPV18).

o Diém khoi dau sao chép ORI, cac tiéu phan kich hoat va mot s6 chudi

gen cam (Silencing gene)...
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2.Vung gen som (Early region): Gom 6 gen, ky hiéu 1a E1, E2, E4, E5,
E6, E7 va cac khung doc md ORF. San pham cuaa viing gen nay |a cac protein
churc nang gitp cho qué trinh nhan Ién cua DNA vi rit, gay hién tuong tang
sinh té bao va gay bién doi té bao, hinh thanh té bao bat tir.

3. Vlng gen muon (Late region): Gém 2 gen tong hop protein L1 va
L2, 14 nhixng protein cau trdc capsid cua vi rat. Pay 1a ving gen ma héa mugn

hon, do d6 vung chira gen L1 va gen L2 con duoc goi la ving sao chép muon.
1.1.2.2. Chikc néing cdc gen va san pham ciia gen HPV
e Chutc nang gen E1

HPV la vi rat sir dung hoan toan céc thanh phan té bao chu dé sao chép
DNA. Gen E1 13 mét trong hai ving gen bao ton nhat cua HPV (cung véi L1)
ma hoa céc protein chirc ning co vai trd can thiét cho qua trinh sao chép DNA va
plasmid. Gen E1 gan vao vi tri khai dau cua qué trinh nhan [8n (ori), thuc hién qua
trinh chia taich DNA (helicase) va gitp cac chudi gen cua vi rat dudi ra trong qua
trinh sao chép. Hoat dong thao xoén cuia gen E1 khdng phu thudc ATP.

Tai co thé sdng, gen E1 va E2 dong vai trd quan trong trong diéu chinh
qua trinh nhan 1én cua vi rat. Gen E2 con ¢6 kha nang gin véi chudi DNA dic
hiéu (vi tri gan E2 - E2BSs) va protein E1. Tuy nhién, ca hai chic ning cua E2
déu do gen E1 diéu chinh. Trong qua trinh sao chép vi rit, ¢6 nhiéu thanh phan té
bao phu thuéc gen E1 nhu DNA polymerase, chaperone protein, histone H1 va
yéu t6 sao chép A vi gen E1 ¢6 kha ning truc tiép thic day c4c thanh phan nay.

e Chuc nang gen E2

Ngoai chirc nang trong sao chép DNA cua vi rut, gen E2 con dong vai
trd chii dao trong qua trinh phién ma ciing nhu trong qué trinh diéu hoa giai
ma va duy tri chudi gen vi rit & ngodi nhiém sac thé. Chirc nang diéu hoa giai
ma cua gen E2 duogc thuc hién do sy gan két voi E2BSs trong chudi gen cua
vi rat ¢ ai luc vai gen E2 va nhitng vi tri lién quan nay xac dinh hiéu qua cua

gen E2 trong qua trinh giai mé.
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O chudi gen caa HPV nhom "nguy co cao", gen E2 c6 kha ning wc ché
qué trinh sao chép tir yéu té thac day boc 16 cac gen sém cua vi rat, do d6 khi
gen HPV nhdém "nguy co cao" xam nhap vao nhiém sic thé vat cha s& lam
tang kha nang boc 16 gen gay ung thu E6 va E7.

e Chtic nang gen E1°E4

Gidng nhu cac protein khac cia HPV, protein diéu hoa E17E4 la san
pham duogc tao ra tir mRNA két ndi khi vong mé dich chuyén gen E1 va E4,
c6 chire ning gitp cho qua trinh trugng thanh va phong thich vi rit ra khoi té
bao ma khong 1am tan té bao chu.

Gen E17E4 chtra 3 dang chinh tac dong vao chu ky sdng cua vi rat
gom: (1) Dang gen chtra nhiéu leucine & du tan cung N lién quan dén keratin
va can thiét cho nhan 1&n caa DNA; (2) Vung chira nhiéu proline & doan trung
tam, chira vi tri threonine can thiét cho khoang nghi caa chu ky té bao tai giai
doan G2/M va giai ma cua phic hop cyclinB/cdkl & bao twong; (3) Pau tan
cung C chtta domain don dang kiéu niém mac va diéu hoa kha ning gen
E17E4 tao ra su olimerize, gin véi DEAD-box RNA helicase va tao ra su phéa
v hé théng soi keratin.

e Chuc nang gen E5

Gen E5 ma hda cho san pham 1a protein E5, mot protein chudi doi ky
nuéc, Kich thuéc nhd nim & phan mang Golgi va ludi nguyén sinh chat cua té
bao, can thiét cho qué trinh xdm nhap va ton tai caa vi rdt trong té bao chu.
Protein E5 la yéu t6 tic dong ngay trong giai doan dau cua qué trinh xam nhiém,
tao ra cac phirc hop véi cac thy thé cua yéu t6 kich thich tang truong va biét hoa
té bao dong thoi gidp cho vi rat lan tron dap ang mién dich cua chu thé.

Mt khéc, protein E5 con c6 vai trd trong viéc ngan chin sy chét theo
chuong trinh (apoptosis) cua té bao khi c6 su sai hong do chinh vi rit gay ra.
Kha ning cua E5 gay nén su bién doi cua té bao do gen E5 c6 kha niang hoat
hoa receptor cua yéu té phat trién va irc ché ATPase khong bao.

e Chtic nang gen E6 [4].
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Gen E6 ma hda cho protein E6, gém khoang 150 acid amin hinh thanh
cau tric Cys-X-X-Cys gan voi kém (Zn) diéu hoa, ma hda cho khung doc mo
ORF dau tién trong chudi gen cua HPV va 1a mot trong cac protein gay ung
thu chinh cua HPV.

Ba chirc ning chinh cta gen E6 ciing 13 ba chirc ning rat nguy hiém déi
véi té bao vat chu;

(1) Protein E6 cia HPV nhém “nguy co cao” lién két hoac khong lién
két v6i protein E7 gay kich thich té bao chi phan chia manh mé va su phan
chia nay 1a mai mai, gay bat tir hoa té bao. Protein E6 ¢ kha ning giy qua
san bang cach tc ché chu ky nghi cia vong té bao do sy pha huy DNA va gay
thac day sy tién trién cua té bao. Kha ning giy ung thu cia E6 duoc diéu hoa
boi kha ning hoat dong nhu gia d va didu hoa twong tic protein véi protein.
MOt s tuong tac protein ma dwoc ma hda trén chudi E6 gdbm: p53, protein lién
quan dén E6 (EGAP), protein gin véi E6 (E6BP), c-myc, p300/CBP, paxillin,
protein PDZ, yéu té diéu hoa interferon 3 va ddng phan cua Bcl-2 (Bak).

(2) Twong tac véi p53 théng qua su lién két gita E6 vai E6AP bang lién
két ligand, tao ra thodi trién cua p53 (yéu té giai ma va ac ché ung thu, co vai
trd diéu hoa chinh hoat dong ¢ ché tong hop DNA thdng qua chu ky nghi
ctia vong té bao).

Binh thuong, khi c6 tin hiéu pha huy té bao hoic c6 sy nhan Ién sai cua
DNA, gen wc ché ung thu p53 duoc hoat hda s& chuyén vong té bao sang chu
ky nghi hoic gay chét t& bao theo chuong trinh (apotosis) thdng qua hoat
dong giai ma cua gen.

Hon nita, E6 con c6 kha niang gan két véi protein PDZ dan dén sy thoai
trién cua protein PDZ, mot protein duoc bao ton trong qua trinh tién hoa, can thiét
cho sy phat trién, két dinh, tang sinh, biét hoa va duy tri chu ky song cua té bao.

(3) Lién két vai gen ras trong qué trinh bt tir hoa té bao va kich thich

su phat trién cia NIH 3T3, dong thoi hoat hda promoter E2 cua Adenovirus.

e Chuc ning gen E7 [4], [7]
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Protein E7 dugc ma héa tir gen E7 gom 98 acid amin, tuy nho hon
protein E6 nhung ciing c6 vai trd khdng kém phan quan trong trong co ché
giy ung thu & té bao chu.

Hoat dong chiic ning cua E7 trong co ché gay ung thu do (1) protein
E7 ¢ ving bao ton dau tan cing N va c6 domain gan Kém & dau C gidp lién
két chat ch& hon véi E6, h tro nhau trong co ché gy bat tir hoa té bao; (2)
E7 chira motif gan protein pocket (LXCXE) gitp E7 gin két véi cac gen tc
ché khdi u (nhu pRb) hodc gan véi 2 protein pocket khac 12 p107 va p130 1am
giai phong mot sé lwong 16n yéu té phién ma E2F tu do, kich thich qua trinh
phién m4, kéo dai tudi tho té bao.

Protein E7 cia HPV nhém “nguy co cao” cling nhu ciia nhom “nguy co
thip” déu c6 kha ning gin két véi protein pocket. Tuy nhién, sy vu tién gan
két cua protein E7 véi protein pocket khac nhau gitra hai nhém HPV. Ai luc
lién két nay ¢ nhitng type “nguy co cao” cao gap 10 lan so vai ¢ nhiing type
“nguy co thap”.

Thong thuong, pRb bi thuy phan sém & chu ky cua té bao. O giai doan
phosphorin héa, pRb ngan vai yéu té sao chép E2F/DP (phtc hop hoat hoa
sao chép diéu khién su boc 16 cac gen & giai doan S) gay we ché qué trinh hoat
hoa phic hop sao chép. Sang giai doan G1 muon, pRb duoc phosphorine héa
bai phuc hop cyclin/cdk, giai phong phac hop E2E/DP do d6 cac gen thdc
day giai doan S duogc hoat hoa va giai ma.

Trong truong hop nhiém HPV, sy boc 16 gen E7 khéng can qua trinh
phosphorine hoa pRb dé hoat hoa phuc hop sao chép E2F/DP. Su két hop cua
E7 vé&i pRb d4 duoc khir phosphorin dan dén giai phong phicc hop E2F/DP tir
pRb va hoat hda tiép theo caa phiic hop E2F. Do dé, su bat hoat E7 cua pRb tao
diéu kién cho HPV c6 kha ning vuot qua sy &rc ché pRb trong chu ky té bao.

e Chac nang gen L1 va L2

L1 va L2 13 hai ving gen c4u trdc con goi la ving gen ma héa muon

cho protein vo capsid chinh va phu. Trén kinh hién vi dién tir, vo capsid cua

HPV chtra 72 capsomere c6 ciu tric vong bay canh trén hang rao dang luéi
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icosahedral T=7 véi kich thude duong kinh khoang 55nm. Gen L1 la vung
bao ton nhat cua vi rit va dugce dung dé phét hién ciing nhu trong phan loai
Papillomavirus.

Thanh phan cta vo capsid vi rat gom protein capsid chinh L1, va
capsid phu L2. Khi chi gen L1 boc 16, c6 thé hinh thanh céc hat gia vi rit hoic
phan tir gidng vi rat (Virus like particles, VLPSs), cac thanh phan nay kho phan
biét voi vi rit thuc sy va dong vai trd quyét dinh trong san xuat vi rat, san
xuat vic xin. Néu L2 boc 16 cung véi L1, né ciing gdp phan tao ra VLPs,
nhung L2 khong can thiét cho viéc hinh thanh vo capsid. L1 va L2 boc 16 dic
hiéu trong hau hét I6p ngoai cling cua té bao simg (noi giai phéng cac vi rat
mai dugc hinh thanh).

Mic du L2 khong dic biét can thiét cho viéc hinh thanh voé capsid
nhung c6 vai trd quan trong trong chu ky sdng va trong qué trinh xam nhap
cua vi rat do L2 c6 kha ning tao sy gin két giira receptor bé mit té bao voi
actin va véi PML, can thiét cho giai doan dau cua qua trinh xam nhiém.
1.2.Phéan loai HPV
1.2.1. Lich s& phan loai

Ban déu, Papillomavirus dugc xép cting nhém véi Polyomavirus thudc
ho Papovaviridae. Tén ho Papovaviridae duoc dat theo hai chir cai dau cua
cac vi rat dau tién duoc phan loai trong ho vi rit nay: rabbit papillomavirus,
mouse polyomavirus va simian vacuolating virus (SV40) [21].

Dic diém chung cua cac vi rat ho Papovaviridae 1a ¢ kich thugc nho,
khong vo boc, capsid hai muoi mat va DNA gom hai chudi ton tai dang siéu
xoin hinh vong. Tuy nhién, khi so sanh vé kich thuéc, Papillomavirus
(khoang 55nm) c6 kich thudc 16n hon so vai Polyomavirus (khoang 45nm).
Dua trén su khac biét v& ndy, ho Papovaviridae chia lam hai nhém la
Polyomavirus (bao gdm céc Polyomavirus va SV40) va Papillomavirus [21].

Hon nita, nhitng nghién cttu vé sinh hoc chitrc nang va sinh hoc phan tir
d4 cho thay su khac biét rd rang vé dic diém di truyén ciing nhu tinh chét sinh
vat hoc cua hai nhém vi rat, tr d6 cho phép phan loai Papillomavirus mot
cach hoan chinh va tach hoan toan riéng biét khoi nhém Polyomavirus. Nhu vay, tit ca
Papillomavirus chi la mot nhom duy nhét, thuoc ho Papillomaviridae [7], [21], [23].
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1.2.2. Phéan loai HPV
1.2.2.1. Phan logi theo s fwong dong trinh tw nucleotide gen E6, E7, L1

Theo Hbi phan loai vi rit hoc quéc té (International Committee on the
Taxonomy of Viruses), ho Papillomavirideae gom 15 loai khéc nhau (Ky
hiéu: Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-, Epsilon-, Zeta-, Theta-, lota-, Kappa-,
Lambda-, Mu-, Nu-, Xi-, Omikron-, Pi-papillomavirus) [24], [25], [26].

HPV la Papillomavirus ho Papillomavirideae gay bénh trén nguai va la
mét trong nhitng vi rat c6 nhiéu genotype nhat. Gan 200 genotype duoc biét
dén, nhung chi xac dinh duoc khoang 100 genotype [3] bao gom khoang 40
type c6 kha ning 1ay truyén qua dudng sinh dyuc. Mdi genotype gém cac phan
type khac nhau (subtype) va dudi cac phan type duoc chia thanh cac bién thé
(variant) con goi la c&c chung vi rat [4], [7], [23].

Viéc xac dinh genotype HPV khéng dya vao huyét thanh nhu véi cac
loai vi rat khac (vi rat gay viém gan, HIV ...) ma dua trén muc d6 gidng nhau
cua thanh phan nucleotide va mirc 6 twong ddng giira céc thanh phan acid
amin trén chudi gen E6, E7 va L1 do d6, cac type ciia HPV thuong duoc goi
la cac genotype [24].

Khi mot genotype HPV ¢ it nhat 10% gen ving E6, E7, L1 khac voi
cac genotype da biét trude do thi duoc xac dinh 1a mot genotype méi. Mot
subtype trong genotype dugc xac dinh la phan nhém mai khi bo gen cua
chung khac 2-10% so vai phan nhém khac trong cling mot genotype da biét.
Néu cac subtype c6 ving ma héa khac nhau 1-2% hoic khac 5% & ving
khong ma héa thi duoc goi 1a cac bién thé [24].
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Hinh 1.3. Cay pha hé caa 118 genotype Papillomavirus dwa trén trinh tw
gen ving L1 ORF. Chudi gen dwgc xir ly bing phan mém Phylip version
3.572 va phan tich pha hé bang Treeview program [24]

Hau hét HPV gay bénh trén nguoi va dong vat déu thuoc loai Alpha-
papillomavirus (thich irng ¢ niém mac) hoac thuoc loai Gamma-papillomavirus
(thich ¢ng & biéu md sing) [21].

M3i genotype cia HPV ¢6 mot su thich nghi cao vai mot loai biéu md
nhat dinh va kha ning gy bénh cua cac genotype khong giéng nhau trén té
bao dich, phu thudc vao cach tac dong khac nhau cia cac ving gen vi rat ddi
Vi protein bao phu té bao cha ¢ nhiing vi tri khac nhau trén co thé [3]. Chinh

vi vay, HPV con c6 thé phan loai theo kha ning gy bénh va vi tri gay bénh.

1.2.2.2. Phan logi theo khd néng tic déng ciia HPV trén té bao cha (khd
ndng gdy ung thu)

Theo kha nang gay ung thu, HPV dugc chia thanh 3 nhom:
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(1) Nhom genotype HPV “nguy co thap” (Low-risk type): nhing
genotype HPV thugc nhém nay chi gy nhitng mun cdc hoac khéi u lanh tinh.
Bo gen cua ching ton tai dang episome, DNA dang vong nam ngoai nhiém
sac thé chu. Cac genotype HPV trong nhom “nguy co thip” thuong gap la:
HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81, 89 va CP6108 [3], [7].

(2) Nhom genotype HPV “nguy co cao” (High-risk type): gdm nhiing
genotype HPV c6 kha ning tich hop DNA vao hé gen ngudi, 1am réi loan qué
trinh nhan Ién cua té bao chy, gay ra hién tuong ting sinh va bat tir hoa té bao
hinh thanh cac khdi u &c tinh. Nhitng genotype c6 kha ning giy ung thu
thudng gap gom HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
va HPV 26, 53, 66 [3], [7].

(3) Nhom genotype HPV “chua xac dinh nguy co” (Unknown-risk
type): gom da sé cac genotype HPV chua xac dinh duoc kha ning giy ung
thu nhu HPV 23, 3, 7, 10, 13, 27, 28, 29, 30, 32, 34, 55, 57, 62, 67, 69, 71, 74,
77,83, 84, 85, 86, 87, 90, 91 [3], [7].
1.2.2.3. Phan logi theo vi tri gy bénh cia HPV (khd ndang thich i#ng cua

HPV trén té bao dich)

Theo vi tri gay bénh, HPV duoc chia thanh 3 nhom [3]:

(1) Nhém HPV thich tng biéu mé sing: Nhitng HPV ¢ nhdm nay c6
kha niang xam nhiém trén da, hinh thanh cac dang hat com thong thuong
(HPV 2, 4, 26, 27, 29, 57), hat com phang (1, 2, 4), hat com Butcher (HPV 7).
Tén thuong thuong xuat hién ¢ da mat, ¢, tay va chan. Bac biét, mot sé
genotype HPV ¢ nhdm nay con cé kha nang gay loan san thugng bi dang hat
com Epidermodysplasia verruciformis (HPV 2, 3, 5, 8, 9, 10, 12, 14, 15, 17,
19, 20, 25, 36, 37, 46, 47, 50), mot dang bénh ly ¢6 kha nang dan dén ung thu
da va thuong xuat hién trén bénh nhan suy giam mién dich.

(2) Nhém thich @ng té bao niém mac, khong phai 1a niém mac duong
sinh duc: Gom nhitng HPV ¢6 kha ning giy bénh ¢ niém mac miéng va hau
hong (HPV 6, 11, 13, 32), gdy da buéu gai hd hap tai dién (Recurrent
respiratory papillomatosis). Mot s6 genotype HPV 1a nguyén nhan gy bénh
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ly lanh tinh (khéi u sbi) hoac gay bénh ly &c tinh (ung thu) vang hau mén, ung
thu phéi (HPV 6,11, 16, 18, 33, 52).

(3) Nhom thich tng té bao niém mac duong sinh duc: Nhém HPV gay
bénh tai duong sinh duc nhu sui mao ga (HPV 6, 11, 42, 43, 44, 54), UTCTC,
ung thu duong vat, ung thu am hd, ung thu am dao (HPV 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82).

1.3. Chu ky séng cia HPV

Chu ky séng cua HPV lién quan chat ché voi té bao biéu mé vat chuy,
dugc chia l1am 4 giai doan:

(1) Giai doan xam nhdp: Vi tri dau tién HPV xam nhap vao la té bao 16p
day & nhitng vi tri d& ton thuong thong qua receptor integrin. O 16p té bao
nay, s lwong vi rat thip va ton tai & dang episomal tach roi voi gen cua té
bao vat chu.

(2) Giai dogn tiém tang: DNA HPV c6 thé ton tai rat l1au voi s luong it
va khéng sao chép, khdng tao cac hat vi rat. Cac gen E1, E2 rét can thiét cho
su nhan Ién cua vi rat ¢ giai doan nay.

(3) Giai dogn nhéan bdn mgnh: Cung vaéi qua trinh nhan 1€n va biét hoa
tir 16p té bao day 1én cac té bao & 16p trén, cac té bao sing bi nhidm HPV moi
hinh thanh ciing di chuyén Ién cac 16p trén, cac gen mudén HPV dugc boc 16
va khoi dong giai doan tang sinh cta vi rat, DNA HPV duoc nhan Ién trong té
bao chu. Chu ky nhan Ién cua vi rat khdng kém theo hién twong chét hoic
phan huy té bao do vay khdng gay hién twong viém va san xuat céc cytokine
tién viém. Cac gen E5, E6, E7 tac dong hod trg cho hoat dong nhan 1én cua vi
rat dong thoi ting hoat dong tong hop DNA cua té bao chu va ngin hién
tugng appotosis.

(4) Giai doan gidgi phong: O Iop té bao sirng ngoai cing, gen L1 va L2
0 vai tro hinh thanh vo capsid cho DNA cua vi rat. Cac hat vi rut mai dugc
hinh thanh giai phong ra bé mat té bao sing.

Quié trinh biéu hién gen va qué trinh phat trién nhan Ién cua vi rat xay
ra trong nhan té bao chu, lién quan chat ch& véi qué trinh ting sinh cua té bao

chu & 16p té bao day ma khong co giai doan HPV di chuyén trong mau. Tuy
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nhién, HPV DNA van c6 thé duoc tim thay trong cac té bao bach cau don
nhan mau ngoai Vi, trong cac té bao di cin trén cac bénh nhan ung thu do
HPV, cac truong hop ddng nhiém HIV. Piéu nay duoc giai thich do trong qua
trinh biéu hién gen va trong qua trinh nhan nhan ban manh cua vi rat d& xay
ra hién twong dut gay doan gen E2 va gen E6 [27].

C6 nhiéu co ché giai thich sy lan trén caa HPV khoi dap wng mién dich
cua vat cha ddi, gay nhiém dai dang HPV dan dén su bién doi té bao. E6 va
E7 caa HPV nhém “nguy co cao” lam co thé suy giam kha ning san xuat
interferon, cytokine, tc ché dap tng mién dich tu nhién tiéu diét vi rit va diéu
hoa mién dich. Gen E6 c6 kha ning gin vao yéu t6 3 diéu hoa interferon
(IRF-3) gay uc ché chirc ning hoat héa cua yéu té nay. Bong thoi, gen E7
phan ang vai IRF-1 gay tc ché su sao chép ddi vai yéu té thuc day IFN-1.

Mic du, HPV cd kha nang 1an trén khoi co ché dap ung bao vé caa co
thé vat cha nhung hau hét cac trudng hop nhiém HPV dién ra ngan va ton
thuwong c6 thé tu hét trong vong 1 nam hodc dudi tic dong cua dap tng cua hé
mién dich co thé. Khoang 91% HPV bj loai bo ty nhién trong nam dau sau
nhidm va 70% xay ra trong nam thir hai. Tuy nhién, mét ty 16 nho HPV ¢d thé

ton tai dai ding & 16p té bao day va 1a nguyén nhan dan dén sy bién ddi té bao.
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Hinh 1.4. Chu ky séng ciaa HPV [2]
1.4. Co ché gay bénh caa HPV

HPV lay truyén cha yéu qua duong tinh duc va co thé lay truyén khi
tiép xuc tryc tiép tir da qua da. HPV c6 kha nang thich tng ¢ biéu mo sing va
niém mac giy tang sinh t& bao biéu md va gay bién doi té bao dan dén ung
thu qua cac budc sau [28], [29].

(1) Xam nhdp chudi gen ciza HPV vao té bao chi: Bo gen HPV xam nhap
vao chudi gen cua vat chu ¢ dang episome (DNA dang vong & ngoai nhiém
sac thé vat cha) dbi véi HPV nhom “nguy co thap” hoic tich hop DNA vao
nhiém sic thé vat cha ddi véi HPV nhém “nguy co cao”.

O dang episome, viing gen ma hoa E2 khong bi bién dbi. Nong do
protein E2 tang 1én cung vdi Sy tang sinh sao chép DNA HPV gay hién tang
sinh té bao ddng thai uc ché giai ma gen sém kim ché hoat dong cua E6 va
E7. Khi E6 va E7 bi kim ché s& hoat héa con duong p53 va yéu td &rc ché hinh
thanh u pRb gilp té bao stra chita hoic chét theo chuong trinh phu thudc vao
mtrc d6 cua su tac dong pha huy. Do dé, c6 hién ting sinh mot sé luong 16n té
bao nhung van dudi sy kiém soat cua p53 va pRb.

Khi chudi gen HPV xam nhap vao nhidm sic thé vat cha s& gay pha v&
gen E2 va giai phong su kim ché hoat dong cua E6 va E7. Hai oncogen ES,
E7 c6 kha ning gin va lam giam chirc ning cua p53 va pRb, ddy 1a diéu kién
quan trong dé gay bién doi gen té bao cha [30].

(2) Gay bat t hoa té bao: Protein E6, E7 cua cac genotype HPV nhém
“nguy co cao” cOn cd kha nang két hop véi ras. Protetin ras 1a phan tir truyén
thong tin ndi té bao, khi ras dugc hoat héa 1am té bao phat trién, biét hoa va
duy tri sy séng. Gen ma hoa protein ras duoc coi 1a gen gay ung thu phat hién
dau tién. Co ché cua protein E6 gay bat tir té bao dugc ching minh bing kha
ning bat hoat p53, boc 16 hTERT (human telomerase reverse transcriptase) va
tang hoat dong telomerase [30].

(3) Bdt on dinh gen té bao chai: Bat thuong qua trinh phan bao co thé gay
ra boi protein E6 va E7 cta cac genotype nhom “nguy co cao” ma khéng gap

& genotype nhom “nguy co thap”, gay mat alen & mot sé gen nhét dinh ma céc
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gen ndy lién quan dén su xuat hién va tién trién cia ung thu. E6 gy bat 6n
dinh gen do kha ning ¢ ché chirc niang p53 dan dén rdi loan qua trinh stra
chita DNA binh thudng va hau qua gay thay d6i gen. E7 gay bat 6n dinh gen
thdng qua sy bat hoat cua pRb va gay bat 6n dinh gen do kha nang tac dong
1&n téng hop trung thé va hau qua gay bién doi su chia tich DNA trong qua
trinh phan chia té bao [31].

(4) Bién déi ddp irng véi pha hity DNA: Gen E6 va E7 ¢6 thé gdy mat kha
ning dap ung cua co thé véi sy pha huy DNA. Khi ¢é su pha hiy DNA, co
thé dap ung boi hoat hda p53 tao ra protein diéu hoa quéa trinh nghi gitta hai
chu trinh nhan 1én cua té bao. E6 va E7 c6 kha ning (¢ ché qua trinh nghi
gitta qua trinh phan bao duoc diéu khién bai p53. E6 chi két hop va bat hoat
p53, nhung E7 khong chi gay rdi loan chiic nang yéu t6 diéu hoa chu trinh té
bao, pRb ma bt hoat p21, chat ic ché enzym kinase phu thugc cycline, yéu tb
can thiét xuat hién do p53 hoat hoa [32].

(5) Tdng sinh va bi¢t hda té bao: HPV nhan Ién theo qua trinh biét hoa
cua té bao day dudi dang episome, dong thoi nhan Ién trong céc té bao I6p trén té
bao day da thoét khoi chu trinh nhan Ién cia té bao nho vai tro tai thiét lap chuong
trinh tiép tuc tdng hop DNA ¢ té bao stng bi nhiém cua E6, E7 HPV [33].

1.5. Puwong lay truyén, cac yéu té nguy co gay nhiém HPV
1.5.1. Puong lay truyén cia HPV

HPV c6 thé duogc lay truyén tryc tiép qua da va niém mac tir ngudi
bénh sang nguoi lanh trong d6 13y truyén qua duong tinh duc chiém da sé.
Hoat dong tinh duc dong gii hoic khac gii déu I1a nguyén nhan lay truyén
truc tiép HPV qua duong sinh duc, miéng va hau mén.

HPV con c6 thé dugc lay truyén tir da qua da, tir da sang niém mac
hoac tir nidm mac sang niém mac dudi dang dich tiét mun com, qua nuéc bot
hoac qua cac vat dung nhu khan mat, quan 4o...mang HPV cua ngudi bénh.

Ngoai ra, HPV ciing duoc lay truyén tir me sang con trong qué trinh
chu sinh, dich tiét nhidm HPV tir duong sinh duc ba me lay truyén tryc tiép
Va0 niém mac mat, miéng va dudng hd hap tré so sinh va 1a nguyén nhan cac

bénh Iy dai dang tai duong hd hap do HPV nhu da budu gai hd hap tai dién...
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1.5.2. Céc yéu t6 nguy co gy nhiém HPV
* Hanh vi tinh duc: HPV duoc lay truyén cha yéu qua duong tinh duc do d6
cac yéu t6 vé& hanh vi tinh duc 1a yéu té nguy co hang dau trong cac nghién ctu
vé dich t& hoc ctia HPV. Cac hanh vi tinh duc c6 nguy co nhiém HPV cao gom:
Tudi quan hé tinh duc dau tién; s6 lwong ban tinh va hanh vi tinh duc an toan.
* Thudc tranh thai
* Pong nhidm cac bénh lay truyén qua duong tinh duc.
1.6. Cach phong nhiém HPV
Phong nhidm HPV 14 cdng tac phong bénh c6 y nghia tién quyét nham
giam ty 18 nhiém HPV trong cong dong bao gom:
+ Str dung Vvéc xin phong chéng HPV: Vic xin HPV 4 cac hat vi rit c¢6
cau tric gidng HPV nhung khéng c6 DNA HPV ma chi ¢6 vo capsid véi cac
khang nguyén L1, L2 trén bé mat (Virus-Like-Particles, VLPS).
Hién nay, hai loai vic xin dugc sir dung phd bién trén thé gisi 1a 1a
Gadasil® (dic hiéu HPV type 6,11,16,18; sir dung cho nir 9-26 tudi va cho
nam 11-26 tudi chua ting quan hé tinh duc) va Cervarix® (dic hiéu HPV
type 16,18; st dung cho nix tir 10 dén 45 tudi).
+ Thuc hién hanh vi tinh duc an toan: Viéc sir dung bao cao su hoan
toan trong sudt thoi gian quan hé tinh duc ciing 1a bién phap gitp phong tranh
cac bénh lay truyén qua duong tinh duc va gop phan phong lay nhiém HPV.
1.7. Céac bénh ly thwong gip do HPV va cac diéu tri
1.7.1. Céc bénh ly thwong gap do HPV
(1) Céac bénh ly lanh tinh:
Mun com
Loan san thugng bi dang hat com (Epidermodysplasia verruciformis)
U nha thyc quan
Da buéu gai hd hip tai dién (Recurrent respiratory papillomatosis)
Sui mao ga

(2) Bénh ly 4c tinh:
Ung thu da khong phai u hic t6 (Nonmelanoma skin cancer)

Ung thu ¢d tir cung
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Ung thu duong vat
Ung thu hau mén
Ung thu viing hau hong
Ung thu phoi

1.7.2. Pidu tri

Pa s6 HPV xam nhiém vao té bao chu chi ton tai trong thoi gian ngan,
khoang 90% HPV bi d4p wng mién dich qua trung gian té bao va dap tng
mién dich (Ig A) trong 12 dén 36 thang dau sau nhiém.

Nhitng ton thuong tai chd ¢ biéu md trén da va niém mac duoc diéu tri
bang phuong phap diéu tri lanh (cryotherapy), bang phuong phap lazer hoic
bang phwong phap cit vong bang dién (Loop electrosurgical excision
procedure).

O bénh nhan ung thu do HPV, phiu thuat 1a phuong phap duoc sir dung
chu yéu. Xa tri va hoa trj liéu chi duoc sir dung trong trudng hop bénh nhan
khong thé phiu thuat dugc.

1.8. Cac phwong phap phat hién HPV ¢ mirc do phan tir va xét nghiém
mo bénh hec
1.8.1. Cac phwong phap phat hién HPV ¢ mic do phan tiw (Molecular
diagnostics)

Do HPV khdng phét trién trong diéu kién nudi ciy & phong thi nghiém ma
chi ¢6 thé thuc hién nghién ctu in vivo trén ngudi hay dong vat bi nhidm, cac
khéang nguyén capsid cua vi rit xuat hién khdng 6n dinh va khéng thé khang
protein capsid HPV van tn tai nhidu nam sau khi d4 loai bé hoan toan HPV nén
cac xét nghiém mién dich hoc rat it dwoc str dung trong phét hién HPV [32].
1.8.1.1. Phuong phdp lai phin tiv

Phuong phap lai 1 phuong phap khuéch dai tin hiéu duoc sir dung pho
bién dé phat hién HPV trong bénh pham, dya sy phat quang bang phan ¢ng
hoa hoc cua phuc hgp gom khéng thé bi bat giit -dung dich lai va tin hiéu

duoc khuéch dai.
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(2) Lai voi mau do HPV RNA (1) Bién tinh DNA
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% ( (5) Phat hién Alkaline
’ phosphatase gin khang thé don
dong bing k§ thuat mién dich
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(3) Lai bat giir v6i khang thé
don dong

Hinh 1.5. Phwong phap lai phan tir phat hién HPV [3]

Céc loai phwong phép lai st dung trong phét hién HPV bao gom:
e Hé xét nghiém 11 bt giir thé lai (Hybrid Capture 11 Test System)

C6 nhiéu phuong phap lai dwgc tng dung phét hién HPV nhung k¥
thuat lai bat giit (Hybrid Capture technology) 1a ky thuat dwoc ung dung phd
bién nhat. Kit tng dung k¥ thuat lai bat giit dé phat hién HPV thé hé 2
(second-generation HPV detection kit-HCII) do tap doan Diegene cong bd va
duoc US FDA c6ng nhan vao nim 1999 14 k¥ thuat dugc st dung nhiéu hon
trong 1dam sang.

Nguyén tic ki thuat dya trén hién twong lai HPV DNA véi dau do
RNA dic hiéu. Pau do RNA c6 thé duge danh dau bang phong xa hoac khdng
danh dau phdong xa. Phtc hop lai DNA-RNA dugc phét hién boi khang thé dic
hiéu d4 gan alkaline phosphatase trén méay mién dich huynh quang. Mdi phtc
hop lai s& phat mét tin hiéu huynh quang (relative light unit - RLU), s6 lwong
tinh hiéu huynh quang twong g lugng DNA dich trong mau bénh pham.

Kit HCII sir dung méi DNA dic hiéu 13 type HPV “nguy co cao™:
HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 59, 68 va 5 type HPV “nguy co thip”:
6, 11, 42, 43, 44. Lai bt giir 1a xét nghiém c6 d6 nhay cao va ¢ kha nang phat
hién duoc 1pg/ul cia DNA HPV 16, twong ung vaéi 105 doan gen sao chép.

e Phuong phap lai Southern-blot
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Nguyén tic lai Southern-blot duwa trén kha ning tiép nhan DNA cua
mang lai nitrocellulose. Sy ra doi cia phuong phap dién di trén gel d& cho phép
phan tach cac doan DNA duoc cat boi enzym cét gigi han dya trén kich thudc
cta ching va phuong phap chuyén DNA tir gel sang mang lai nitrocellulose 1a

co s& cho su ra doi cia phuong phap lai do E.M Southern mé ta nam 1975.

Lai Southern-blot 1a phuong phap duoc wng dung sém nhat trong phat
hién HPV. Pay la phuong phap c6 d6 nhay rat cao, cho phép phét hién doan
DNA dich sir dung cac mau do dugc danh dau bang phong xa (hé théng phat
hién bang enzym). Céc diéu kién cho qua trinh lai c6 thé duoc kiém soat tai
cac thoi diém khac nhau trong hoic sau quéa trinh lai bang cach thay doi nhiét
d6 va nong d6 mudbi.

C6 nhiéu phuong phap danh diu mau do oligonucleotid khac nhau duoc
sir dung nhung da s mau do thuong danh diu & dau 5° bang 32P hoic bang cac
chat khong phai 1a phong xa nhu chat nhuom huynh quang dd duoc gan Véi
horseradish peroxydase, véi alkaline phosphatase, véi digoxygenin. Sau do,

phtic hop mau do da danh diu s& dugc phat hién bai cac khang thé dic hiéu [34].

Lai Southern-blot c6 thé sir dung DNA tach tir bénh pham d& bao quan
hoac bénh pham tuoi. Su xuat hién cua san pham lai dugc danh gia nhu tiéu
chuan chan doan sy c6 mat caa HPV trong bénh pham vi kich thudce cua kich
thudc cua doan lai duge danh gia bang noi kiém duong dic hiéu cho mdi
phan tng. Tuy nhién, d6 dic hiéu cua phwong phap nay khong cao va can

thuc hién bat budc tai cac phong xét nghiém chuyén sau.
e Dot-blot va Slot-blot

Dot-blot va Slot-blot ciing dwa trén nguyén tic lai twong ty nhu phuong
phap Southern-blot nhung thdi gian tién hanh nhanh va don gian hon. San
phiam PCR sau khuéch dai duoc chuyén truc tiép sang mang va lai hoa truc
tiép véi dau do dic hiéu. Ky thuat ndy khéng phai qua giai doan dién di trén

gel va khong qua giai doan chuyén mang. Phuong phap nay cho phép xac
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dinh 105 — 106 ban DNA sao chép cua HPV. Trong qué trinh lai ngugc, DNA

duoc danh ddu va duoc sir dung nhu miu do dé lai trén mang c6 nhiét d6 cao.
e Phuong phap lai huynh quang tai ché (Fluorescence in situ hybridization)

Phan rng lai tai chd 1a phuong phip c6 kha ning phat hién, xac dinh
genotype va xac dinh vi tri caa DNA HPV trong té bao hoic mé bang céc
mau do dic hiéu da gan huynh quang, do d6 c6 thé st dung mot mau mo cho
ca xét nghiém té bao hoc va xét nghiém lai phat hién HPV. Mic du phuong phap
nay d& sir dung nhung c6 d6 nhay va do dic hiéu thap, do dac hiéu khoang 70%
cho cac mau siii mao ga va khoang 30% cho cic mau ung thu ndi mac tir cung
(chi phat hién t& bao nhi2m mot sb luong 16n vi rit c6 thé lai chéo véi cac
marker khac trén cting mau mo [32]. Tuy nhién, chua c6 nghién ctru ndo so sanh,
danh gia phuong phép lai tai chd va cac ky thuat khac phat hien HPV.

Fluorescent in situ Hybridization
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Hinh 1.6. Phwong phap lai huynh quang tai chd phat hién HPV [26]
Hién nay, phuong phép lai tai chd thuong duoc s dung dé phat hién
HPV trén mau mo 1a phuong phap khuéch dai tin hiéu khong can phan tng
khuéch dai DNA dich Tyramide (Tyramide Signal Amplification -TSA™).

TSA™ ¢6 thé khuéch dai ¢dng thoi ca chat nhuom va tin hiéu huynh quang
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nén gitp ting d6 nhay gap 1000 lan so véi phwong phap chi sir dung khang
thé don thuan. Khi sé lugng vi rat thip, c6 thé phdi hop phan tng PCR
khuéch dai DNA dich va phuong phap lai tai chd [32].

1.8.1.2. Phuwong phdap PCR (Polymerase Chain Reaction)

Phan ng khuéch dai chudi PCR la phan ¢ng day chuyén nhan ban
DNA in vitro nhod DNA polymerase nham thu nhan mét sé lwgng 16n ban sao
ctia mot trinh ty xac dinh, do Kary Mullis phat minh nim 1983. C4c mdi st

dung trong phan tng PCR thuong dé khuéch dai viing gen L1 HPV.

Mot s kit thuong mai phat hién HPV DNA dua trén nguyén Iy phan
ung PCR:

+ Ky thuat Reverse line blot (Roche Molecular systems - Alameda, CA)
la ky thuat dau tién tng dung phuong phap PCR trong phat hién HPV DNA
va HPV genotype. Ky thuat line blot dua trén nguyén ly cia PCR sir dung
mdi PGMY09/11 khuéch dai ving gen L1 HPV. San pham PCR duoc lai véi
cac mau do gébm cac mau olionucleotid dic hiéu da type HPV gan trén mang.
Phuc hop gén duoc phét hién bang mit thuong. Reverse line blot ¢ thé phat
hién dugc 27 HPV genotype khac nhau trong d6 c6 11 type HPV "nguy co
thip". Hién nay, trén thuong mai da céng bd Linear Array HPV Genotyping
Test (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) c6 thé phat hién 37 HPV genotype
bao gém 14 type HPV "nguy co thap". Day la loai kit duoc st dung phd bién
nhét trong céc phong thi nghiém ¢ Chau Au, dd duoc FDA chap thuan nhung
chwa dugc phé chuan. Ngoai ra, trén thuong mai con cd kit INNO-LiPA HPV
Genotyping Extra (Innogenetics, Ghent, Begium) véi nguyén ly lai Reverse line
blot phét hién 24 HPV genotype khac nhau, L1 DNA HPV dugc khuéch dai
bang méi SPF 10 va dugc lai voi cac dau do dic hiéu trén mang.

+ Amplicor HPV test (Roche Molecular Systems) Ia ky thuat cd thé
phat hién 13 type HPV "nguy co cao". Nguyén ly k¥ thuat dua trén phan ung
PCR khuéch dai san pham lai sau khi DNA dich d4 lai khang thé dic hiéu gan
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huynh quang. Nhuoc diém cua kit 1a chi phat hién dugc nhém genotype HPV
ma khong phat hién trng HPV genotype dac hiéu. So sanh Amplicor voi
Hybrid Capture 1l Assay (cung phat hién dugc 13 type HPV "nguy co cao")
cho thiy d6 twong dong la 83,3% [32].

+ Multiplex HPV Genotyping Kit (Multimetrix, Heidelberg, Gemany)
la k¥ thuat gan huynh quang san pham PCR va mau do dic hiéu. Mdi kit
gém 24 mau do tuong (tng 24 genotype HPV, 1 miu do B-globin va 1 mau
do chirng. Sau khi san phim PCR duoc lai véi cac mau do s& duoc gin R-
phycoerythrin dd danh dau streptavidin va duoc doc trén may phan tich
Luminex. Pay 1a Kit c6 do nhay cao va cé thé ting dung cho céc nghién ciu
dich té hoc, tuy nhién hién nay Kit thuong chi sa dung cho muc dich nghién
ctru Vi gié thanh cao.

+ Phuong phap PCR dac hiéu theo type (type-specific PCR) l1a phuong
phap PCR phat hién riéng cho tirng type HPV khéc nhau dya vao su khac nhau
trén ving gen E6 va E7. Phat hién da nhiém céc type HPV trong ciing mot mau
ciing phai dugc thuc hién riéng biét cho ting type. Kit gom ciap moi dac hiéu cho
14 genotype HPV nhém “nguy co cao” dua trén kha ning khuéch dai 100 bp
trén ving gen E7 HPV. Céc genotype HPV c6 mdi dic hiéu duoc phét hién 1a
HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68.

Phwong phap PCR dic hiéu theo type c6 do nhay rat cao, c6 thé phat hién
véi 0,005 - 0,01ng DNA HPV/ul, tién hanh nhanh va xac dinh duoc da nhidm.
1.8.1.3. Phwong phdp real-time PCR

Cac phuong phap PCR thong thuong chi danh gia dinh tinh ma khong
danh gia dinh luong vi rat. Real-time PCR 1a phuong phap khuéch dai dich co
d6 nhay cao, thuong duoc st dung trong dinh tinh va dinh lugng DNA HPV.

Real-time PCR cho phép khuéch dai va xac dinh sé lugng ban sao duoc
tao ra trong tirng chu ky nhiét. Két qua DNA dich duoc hién thi ngay sau mdi
chu ky nhiét dya trén sy ty & thuan giira tin hiéu huynh quang phat ra va s6
lwong ban sao DNA duogc tong hop.
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Puong chuan cua phan tng duoc xay dung dua trén s lwong ban sao
DNA dich trong mdt gam mau chuan va xac dinh gia tri chu ky ngudng cho
tirng mau twong tng. Chu ky ngudng (Ct-threshold cycle) 1a chu ky nhiét ma &
tai thoi diém d6 san pham PCR cho tin hiéu huynh quang ting vot vuot qua
cuong d6 huynh quang nén. Néu sé lugng DNA dich cang 16n thi Ct cang nho
va néu s6 luong DNA dich it thi can nhiéu chu ky nhiét hon. Phan &ng real-time
PCR ly tuong khi tin hiéu huynh quang ting gip d6i sau mdi chu ky nhiét.

Chat phat huynh quang chén vao soi d6i DNA lam ban sao DNA dich
duoc tao ra phat huynh quang khi ¢6 ngudn séng kich thich. Chét phat quang
thuong duogc sir dung 1a SYBR Green 1 hoic cac mau do dac hiéu (Tagman
probe, Beacon probe, Hybridization probe...).

Phuong phép real-time PCR c¢6 thé thuc hién nhanh, gia thanh khong
dat, dinh luong duoc san pham DNA va RNA. Phuong phap nay c6 thé phat
hién duoc 10.000 chudi gen sao chép/phan ing (khoang 100 té bao bi nhiém).

Viéc xac dinh s6 lugng vi rat cho phép xac dinh dugec mRNA, danh gia
su hoat dong cua gen E6 va E7. Khi 2 ving gen nay hoat dong sé gay ra
nhitng bién d6i ciing nhu cho cac san pham cua cic ving gen nay. Day 1a
phuong phap c6 d6 nhay 100% va d6 dac hiéu 70%.

Trén thuong mai cé cac loai Kit khac nhau dua trén nguyén ly cua real-
time PCR nhu Roche LightCycler 2, Applied Biosystems 7900 HT va Corbett
Rotor-Gene 6600. Nhitng kit nay thuong duoc st dung trong chan doan in
vitro tai Chau Au, tuy nhién van chua dugc FDA cong nhan.
1.8.1.4. Phuwong phdap DNA microarray (Phwong phdap DNA chip)

Phuong phap DNA microarray 1a k¥ thuat phat hién DNA HPV hoac
cRNA HPV bang cach lai hoa san pham dich voi cac mau do dic hiéu d4 gan
v6i cac hat chip silicon trong céc giéng trén phién kinh. San pham lai giira
DNA dich va mau do dwogc phét hién bang tin hiéu huynh quang hoic bang
phuong phap hoa phat quang. Cuong do cua tin hi¢u thu dugc phu thudc vao
nong ¢6 DNA dich.

M3i giéng lai cd khoang 10-12 mole trinh ty oligonucleotid mau do

duoc thiét ké dac hiéu véi cac trinh tu bd xung trén DNA dich hoic véi cac
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khung doc mé trén DNA dich. Chiéu dai mau do tiy thudc vao doan DNA

dich mong mudn.

Phuong phap DNA microarray gom hai loai:

e Loai DNA microarray hai kénh (two-channel microarray): Thuong dugc sir
dung phat hién cDNA tir hai mau can so sanh véi hai loai mau do dugc
danh dau bang hai loai huynh quang khéac nhau. Loai huynh quang thuong
duoc sir dung la Cy3 (phat xa huynh quang & budc song 570 nm) va Cys
(phét xa huynh quang & buéc séng 670 nm). Hai mau DNA dich sau khi lai
s& duoc tron chung lai tao ra mot hdn hop lai va doc trén may scan bang
laser vai hai loai budc song khac nhau.

e Loai DNA microarray mot kénh (one-channel microarray): Phuong phap
nay chu yéu sir dung trong danh gia két qua lai cia DNA dich véi mau do
nhung it ¢ gid tri trong danh gia so sanh v&i cac mau Khac vi viéc danh gia
so sanh kha nang lai ciia cing DNA dich véi mau do phai thuc hién trong
diéu kién hoan toan giéng nhau.

Hién nay trén thuong mai, Kit dua trén DNA array dugc st dung la
PapilloCheck (Greiner Bio-One, Monroe, NC) phat hién 24 HPV genotype.
E1 HPV genotype duoc khuéch dai trong phan ung PCR s& dugc lai voi DNA
chip da gan cb dinh cac HPV oligoprobe. PapilloCheck c6 thé tién hanh véi
12 mau trong cung thoi diém nén co thé tranh két qua am tinh hodc duong
tinh gia. So sanh véi kit Roche Linear array, DNA array cho két qua xac dinh

genotype HPV tuong dong.
1.8.1.5. Phwong phap gidi trinh tw gen trén may tw dong

Khac voi phuong phap giai trinh ty gen bang phuong phap hoa hoc va
phuong phap enzym, phuong phap giai trinh tu gen trén may tu dong dung 4
mau huynh quang khac nhau dé danh dau 4 loai ddNTP. Nguyén tic hoat
dong cua may la dya trén sy nhan biét sy phat sang cua vach dién di trén gel
polyacrylamide trong qua trinh dién di khi chiéu chum tia laser di qua va ghi

lai cudng do sang trén biéu do bang cac dinh mau khéc nhau [35].
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Cac DNA c6 thé dugc xac dinh trinh tu nucleotide truc tiép hoic sau
khi dong hoa. Phuong phap giai trinh tw gen truc tiép cho phép tién hanh
nhanh va tiét kiém, tuy nhién phuong phap nay chi c6 thé ap dung véi nguyén
liéu giai trinh ty 12 DNA trong san pham PCR c6 chat luong tét, dam bao do
tinh sach vi d6i khi c6 nhitng ving gen dugc nhan 1én khong dac hi¢u trong
phan tmg PCR ma qua dién di khéng thé xac dinh duoc s& 1am két qua xac
dinh nucleotide bi rdi va khé xac dinh.

Muc dich cua viéc dong héa nham phan tich chinh xac ving DNA cén
nghién ciru va nhan s lwong DNA can giai trinh tu néu sé luong DNA trong
san pham PCR qua it. Hon nita, dong héa con gitp duy tri va bao ton san
pham PCR dic biét 1a bao ton nhitng ving gen quy.

1.8.2. Xét nghiém mé bénh hec

Tén thuwong hinh thai hoc dic trung trén mé bénh hoc do HPV 1a cac
loai Condilém (Condilém phang hodc Condilom nhon dinh) véi hinh anh té
bao hoc la cac té bao rdng Koilocytes (con dugc goi la cac té bao bong —
Baloon cells -) hoic ton thuong loan san sing Dyskeratosis dic trung bai cac
té bao loan san sing Dyskeratocytes va cac té bao 16n Macrocyte [36].

Nhitng bat thuong caa té bao biéu mé do HPV bao gom sy bién doi té
bao tir giai doan méi ASC-US (bién doi té bao vay dién hinh y nghia chua xac
dinh), LSIL (t6n thwong noi biéu mé gai d6 thip) téi cac ton thwong tién ung
thu HSIL (t6n thwong ndi biéu mo gai do cao) va ung thu biéu mé gai tai chd
hoac xam nhap [37].

Cac xét nghiém sang loc ton thuong va phat hién bat thuong té bao mo
bénh hoc c6 thé &p dung nhu test Schiller, boi lam Toluidine, nghiém phép
acid acetic qua soi c6 tir cung (VIA: Visual inspection with acetic acid), xét
nghiém Pap smear (xét nghiém té bao hoc theo phuong phap Papnicolaous).

Hinh anh té bao hoc va mét sé phan loai té bao hoc dugc trinh bay cu
thé trong phan phu luc chuong 2 va chuong 3.

1.9. Tinh hinh nhiém HPV tai Viét Nam va trén thé gioi

Theo két qua béo céo cua T6 chirc nghién ctru ung thu qudc té (IARC),

trén toan thé gisi cé khoang 6,6% phu nit do tudi tir 15 dén 74 bi nhiém HPV
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va khoang 80% phu nir nhiém HPV it nhat mét lan trong sudt doi song tinh

duc cua ho [8].

Hinh 1.7. Sw phan bd ty 18 nhiém HPV wéc tinh trén thé giéi [16]

Theo lira tudi, nhdm tudi dudi 25, ty 1é nhiém HPV & chau Au chiém ty
1& cao nhat (50%), tiép d6 dén Trung A (38%), Chau Uc va Chau A (21%). O
nhom tudi tir 35 dén 50, ty 1& nhiém HPV c6 su thay d6i ¢ cac khu vuc, dic
biét & khu vyc chau Phi va chau Au. Chau Au c6 ty 1& nhiém HPV giam rd rét
theo d6 tudi ting dan cua phu nit (15%) nhung nguoc lai, Chau Phi lai c6 ty
1& nhiém HPV ting cao hon so v&i phu nit tré tudi dudi 25 (20%) [8].

Theo gigi, nam gigi dugc coi 13 ngudn mang HPV khéng triéu ching
va 1a diéu kién 1am lay lan HPV trong cong dong. Ty 1& nhiém HPV chung &
nam trén toan thé gioi trung binh khoang 7,9%, dao dong tir 3,5 - 45% tly
theo do tudi va & cac qudc gia khac nhau, trong do, ty 1& cac type “nguy co
cao” tir 2,3% dén 34,8% va HPV 16 1a type thuong gap nhat. Ty I¢ nhidém
type “nguy co thap” tir 2,3% dén 23,9%. Tinh trang da nhidm cac type HPV ¢
nam ciing chiém ty 1& twong ddi cao (3,4 - 22,6%). Nhu vay, ty 1& nhiém
chung & nam (7,9%) thap hon so véi ¢ nit (17,9%)

Ty 1& nhiém HPV khong chi thay d6i theo céc lra tudi ma con khac

nhau giita cac khu vuc dia ly. Khi diéu chinh theo khu vuc thi ty 1é nhiém HPV ¢
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phu nir trong cong dong trén toan cau 1a 10,41% (95% ClI: 10,2 - 10,7%) V6i
khoang giao dong rong tir 2 dén 44% va ty Ié nhiém chung & nam gidi 12 7,9% [8].

Tai Viét Nam, ty 1& nhidm HPV trong cong dong dan cu nir tir 2% dén
10,9% thay d6i theo vang dia ly, mién Nam Viét Nam c6 ty 1& nhiém HPV
cao hon mién Bic Viét Nam. Dén nay, van chua c6 cong bd ndo vé ty Ié
nhiém HPV & nam gigi [38], [39], [40]

Bang 1.1. Ty Ié nhiém HPV trén gai mai dam & mat s6 nwéc trén thé gisi

Quéc gia Ty 1@ nhiém_HPV

trén gai mai dam
Tp. H6 Chi Minh, mién nam Viét Nam 85,0% [41]
Tokyo, Nhat Ban 48,4% [42]
Manila, Philippin 57,2% [17]
Thanh phé Singapore, Singapore 14.4% [43]
Dhaka, Bangladesh 75,8% [44]
Bali, Indonesia 38,3% [45]
Songkla, Thai Lan 22,9% [46]
PhnomPenh, Campuchia 41,1% [47]
Bengal, An Do 73,3% [48]
Seoul, Han Quéc 47,0% [49]
Quang Chau, phia Nam Trung Quéc 38,9% [50]
Ho Chau, phia Nam Trung Quéc 66,7% [51]
Thanh phé Mexico, Mexico 48,9% [52]
Mombasa, Kenya 45,5% [53]
Madrid, Tay Ban Nha 39,0% [54]
Lima, Peru 50,6% [55]
Ghent, Bi 77,4% [56]

CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong nghién cieu
Déi twong nghién ciru gom 479 gai mai dam tudi tir 16 dén 52, duogc
tap trung quan ly tai Trung tdm phuc hdi nhan pham Thanh Xuan - Hai

Phong, thanh phé Cang Ién nhat phia Bic, Viét Nam.
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Tiéu chuan lya chon: Lua chon ngau nhién cac ddi twong mai duoc tap
trung, chua tham gia diéu tri cac bénh lay truyén qua dudng tinh duc va cam
két dong thuan tinh nguyén tham gia nghién ciru.

Tiéu chuan loai trir: Loai khoi nghién cttu nhitng truong hop gai mai
dam khéng tinh nguyén tham gia nghién ctru, 4 duge diéu tri cac bénh lay
truyén qua duong tinh duc hodc dbi twong nghién cau khong tham gia lay
mau theo dung quy trinh.

2.2. Phwong phap nghién ciu
2.2.1. Thiét ké nghién cu

Tién hanh nghién citu mé ta cit ngang nhiam xac dinh cac ty 1é nhidm
va su phan b genotype HPV tir mau bénh pham c6 tir cung két hop theo thiét
ké nghién cau thuan tap hoi ciru dé xac dinh cac yéu té nguy co. Thiét ké nay
cling cho phép phan tich su lién quan gitta tinh trang nhiém HPV va sy ton
thwong té bao hoc cé tir cung.

C& mau trong nghién ctru dugc ap dung theo cong thirc cua Leslie Kish
[57], [58]:

N = (Zu.o)>. [p. (1-p)/D7]

Trong do:

N : C&mau

1-a : Do tin cay 95%
Ziy : Zogs=1,96

P : Tylénhiém HPV trén gai mai dam d4 dwoc nghién ciru va cong bd.
D : Khoang sai léch cua két qua nghién ctu so véi quan thé nghién ctu
chung. Co gié trj tir 3% - 5% (0,03 - 0,05).
Theo cdng thirc tinh néu trén véi khoang sai léch cua két qua nghién

ctru o voi quan thé nghién ctu chung 1a 5% va ty 1é nhiém HPV trung binh
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trong cac quan thé da duoc nghién ctu 1a 51,3%, ¢& mau can thuc hién trong

nghién ciu nay la 384.
2.2.2. Thu thap miu nghién ctu

Nhiing di twong dap ng tiéu chuan lua chon, tinh nguyén ky cam két
tham gia nghién ctru dugc lap danh séch ma hoa. Théng tin ca nhan trén phiéu
phong van, két qua khdm va két qua xét nghiém cta nguoi tham gia duoc bao
mat. Tién hanh thu thap mau tir thang 10 nam 2009 dén thang 10 nam 2012.

Noi dung tién hanh thu thap mau nghién ctu gom:

* Thu thap théng tin tir phiéu phéng van d& soan sian: Cac ddi
twong tham gia tra loi phiéu phong van nham cung cap céc théng tin: tudi,
tinh trang hdn nhan, trinh 6 hoc van, hanh vi tinh duc, tién sir san phu khoa,

tién sir hut thudc 14, tién st vé cac bénh lay truyén qua duong tinh duc.
* Kham san phu khoa va lay bénh pham cé tir cung:

+ Phat hién tinh trang bénh 1y duong sinh duc trén 1am sang: tinh trang

viém, ton thuong va phat hién céc khéi u sui.

+ L&y bénh pham cb tir cung cho xét nghiém té bao hoc Pap smear va

xet nghiém phat hién HPV, Clamydia trachomatis, Nesseria gonorrhoeae:

Mau bénh pham c6 tir cung duoc lay tai ving ton thuong hoic nghi ngo
tén thuong (ving cd ngoai, cd trong va viing chuyén tiép co tir cung) ¢ nua
sau cua chu ky kinh nguyét, khong ldy mau khi dang c6 kinh nguyét dé tranh
mau bi 1an méau. Bénh nhan khong dugc thut rira 4m dao, khong duoc dat

thudc trong vong 48 gio trude khi 1y mau.

Dung ban chai té bao c¢b tir cung (Honest Uterine Cervical Brushes
Type S, Honest Medical, Tokyo, Japan) quay tron mét vong hét bé mit ¢ tir
cung. Nhanh chéng phét mong té bao ¢ tir cung 1én lam kinh va nho dung
dich con Fixation (Rapid Fix, Muto, Tokyo, Japan) dé cb dinh té bao, ghi rd

ma sb bénh nhan bang bt chi loai dung cho lam kinh xét nghiém té bao hoc.
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Sau d6, nhiing chdi té bao vao dng nghiém Cryotube loai 2ml ¢4 c6 1ml
dém tidu hay té bao (TBE buffer, 50mM Tris-HCI, 5SMMEDTA, 2%SDS),
quay tron chéi trong dung dich 2-3 vong va rii nhe chdi xudng day ong. Bao
quan ngay dich chara bénh pham cb tir cung & -80°C.

* |y mau tinh mach:

LAy 7ml mau tinh mach cua mdi déi twgng nghién ciu, cho vao ng
nghiém chng déng bang EDTA K2 DNAase/RNAase Free. Ly tam, tach
huyét twong, bao quan ngay & - 80°C sir dung dé phat hién HIV, HCV, HBV.
2.3. Quy trinh k¥ thuat phan tich miu nghién ciu

Mau nghién ciu sau thu thap duoc tién hanh phan tich tai Khoa virus

hoc va Khoa Giai phau bénh, truong Pai hoc Kanazawa- Nhat Ban.
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2.3.1. So' dd quy trinh phan tich mau nghién ciu

MAU NGHIEN CUU

y

JV \ 4 7
. TI:lONG :I_lN ) B];:NI-! PHAM HUYET TUONG
TU PHIEU PHONG VAN CO TU CUNG
|
Phan tich trén Xét nghiém té bao|| Tach chiét Phat hi¢n
SPSS 15.0 (Pap smear) DNA tong s6 HIV, HBV, HCV

Kiém tra d6 tinh sach
va do nong 46 DNA

\ 4

\ 4

Phat hign HPV

Phat hién C. trachomatis

N. gonorrhoeae

Khuéch dai gen L1 HPV bang PCR véi moi

GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+ modified

HPV DNA (+)l

Xac dinh genotype HPV

GeneSquare HPV Typing
DNA Microarray Kit

Khong xac dinh dwoc genotype HPV

Xac dinh genotype HPV

Giai trinh ty gen sau tach
dong va phan tich két qua

2.3.2. Quy trinh ky thuat phat hién HPV DNA va xac dinh genotype HPV

2.3.2.1. Héa chdt, sinh pham

v' Héa chit va sinh pham phat hién HPV DNA
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* Hoa chat va sinh pham tach chiét DNA téng sé tir bénh pham cb
tir cung: Sir dung bo sinh pham SMITEST DNA extraction kit (Genome
Science Laboratories, Fukushima, Japan) gom:

+ Dung dich dém phan hiiy hong cau (Red cell lysing buffer): Triton X-
100, lon Mg?*.

+ Dung dich phan hiy protein: Proteinase K, Guanidine, HCI.

+ Dung dich 2-propanol.

+ Ethanol 100%, Ethanol 70%.

* Hoa chét va sinh pham dung cho phan ting PCR khuéch dai HPV DNA

+10X Buffer, 2mM dNTP, 26mM MgCl,, 5M AmpliTag Gold
(Invitrogen, Carlsbad, CA).

+ Mbi GP5+/GP6+ original hoic mbi GP5+/GP6+ modifile .

Bang 2.2.Trinh tw nucleotide ciia cac mdi GP5+/GP6+

Loai mdi | Tén mdi | Base Trinh tw moi %GC (N;gf do
bat cip)
GP5+/GP6+ |GP5+ 23 |tttgttactgtggtagatactac 46.1 51.9
original GP6+ 25 |gaaaataaactgtaaatcatattc 42 .4 53.9
GP5+M1 | 23 |tttRttactgttgt\Wgatactac 43.4 42.5
GP5+/GP6+ |GP5+M2 | 21 |tgtWactgttgtWgataccac 44.7 46.2
modified GP5+M3 | 20 |gtWactgttgtRgacaccac 46.9 45.9
GP6+M1 | 29 |aattgaaaWataaactgtaaWtcatattc | 45.0 55.0
GP6+M2 | 25 |gaaacataaaYtgtaaatcaWattc 43.2 51.3
GP6+M3 | 21 |gaaaatYtgcaaatcaWactc 41.7 50.6

(R: Pyrimidine C hoac T; W: A hoac T; Y: Purine A hoiac G)
* Dung dich dién di phat hign HPV DNA
+ Dung dich dém dién di TBE 0,5X: Pha lodng tir dung dich goc TBE
5X c6 thanh phan nhu sau:
Tris base 27 g
AXxit Boric 13,8 ¢
0,5M EDTA pH 8,0 10 ml
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Nudac khir ion vira du 500 ml
Khuay déu trén may khudy tir trong vong 1 gio.
+ Gel agarose 2%: Can 2 gam agarose, b6 xung 100 ml dém TBE 0,5X.
Pun tan trong 10 vi song khoang 2-3 phuat. Bé nhiét do ha xudng dan khoang
dén 50°C rdi d6 ra khay dién di d4 c6 luoc tao giéng tra mau.
+ Ethidium bromide (EtBr) dung dich me (10mg/ml): Hoa tan 1gam
EtBr trong 100 ml nuéc. Khudy vai gio bang méy khudy tir cho tan déu. Giir
lo mau ¢ nhiét d6 phong. Khi dung pha 20 pl dung dich me trong 100 ml d¢ém
TBE 0,5X.
+Pém tra mau DNA (Loading buffer) 5X:

Tris-HCI 1M, pH 8,0 1ml
EDTA 0,5M, pH 8,0 0,2 ml
Glycerol 2 ml
Bromphenol Blue 1% 2ml

v/ Héa chat va sinh pham xac dinh genotype HPV
* Xac dinh genotype HPV bang phwong phap DNA Microarray: Sir
dung bo sinh pham GeneSQUARE HPV genotyping Kit (Kurabo, Osaka, Japan).

Ky thuat xac dinh genotype HPV . Multiplex PCR va Microarray
S6 luong mau/phién ;24 mau xét nghiém/slide
Kich thuéc mau do . 70 oligo DNA

S6 lwong genotype HPV c6 thé xac dinh ;23 genotype

CEEEECE
e e e
CEEEEEE
CEEEEEE
0--0000

w empty ) { HPVE ) {HPVIL HPV40
0000008
SEEEr
EEEEEEE

E

E

5

4

@@
5



36
Hinh 2.1. Kit x4c dinh genotype HPV bang k¥ thuiat DNA microarray

- C4c gene gan trong giéng gom:
HPV genotype : HPV 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 34, 35, 39, 40, (23 gene)
42, 45,51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 66, 68.
Gene noi kiém : G3PDH (1 gene)
Gene ngoai kiém : Gene c6 nguon gbc tir Ecoli (2 gene)
- Dung dich danh ddu huynh quang: Cy3 fluorescence.
- Dung dich lai: NaCl 5%, Tris-sodium citrate 2%.
- Dung dich Blocking
- Enzym gan: Streptavidin-Alkaline Phosphatase.
- Dung dich rira: Tris-HCI buffer (NaCl 9%, Detegent 2%, Sodium azide

0,05%), Tris-sodium citrate 5%, Sodium Dodecyl Sulphate 0,5% (SDS 0,5%).

* Xac dinh genotype HPV bang phuong phap giai trinh tw gen sau tach dong

+ Hda chat va sinh pham tao dong gen HPV:

e Chuyén nap va bién nap: St dung bo sinh pham TOPO TA cloning Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA) gom: Dung dich mudi, TOPO vecto (vecto tach
dong pCR®2.1 da ma vong c6 dau dinh 1a Thimin), dung dich SOC, X-gal
20mg/ml.

e Nudi ciy vi khuan trén thach Luria-Bertani:

Cao nim men 10g
Trypton 10g
NaCl 10g

pH 7,4 (chinh bing NaOH 5N)
Agarose 2%
e Tach va tinh sach DNA plasmid: Sa dung bo sinh pham
GenElute™Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, St Louis, USA).
Dung dich Resuspension Solution:
Tris HCI, pH 8 25 mM
EDTA, pH 8 10 mM
Glucose 50 mM
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Dung dich Lysis buffer

NaOH 02M

SDS 0,5% 1%
Dung dich Neutralization-Binding buffer

bém axetat natri 3M, pH 5,5

Dung dich Cloroform : isoamylalcol (24:1)

Dung dich TE (10mM Tris-HCI pH 8,0; ImM EDTA)
Dung dich rira

NaOAc 3M, pH 5,2

Ethanol 100%
+ Giai trinh tw gen: St dung bo sinh phdm BigDye® Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) géom BigDye; Mbi xudi va nguoc;
Nudc cét tinh sach da kha ion; 125mM EDTA; 3M NaOAc; 99% Ethanol;
70% Ethanol; HiDi formanide.

2.3.2.2. Trang thiét bi
- Tu cdy v tring (Sanyo, Nhat Ban).
- May ly tdm lanh (Tomy MX 301,Kubota, Nhat Ban).
- Méay u va binh cach thuy nhiét (Kubota, Nhat Ban).
- Lo vi song (Sanyo, Nhat Ban).
- May lic 6n nhiét 37°C, may khudy tir, may khudy tron vortex (RotoLab, OSI).
- Tu lanh sau — 30°C, — 80°C (Sanyo, Nhat Ban).
- May quang phé ké Nano Drop (Thermo Scientific, M¥).
- May soi chup anh gel (Sony, Nhat Ban).
- Can phan tich 10™g, can dién tir 10%g (Mettler Toledo).
- B6 ngudn dién di (Bio - Rad), bo dién di ADN (Advance Tech, Nhat Ban).
- Pipettman, dau con cac loai (Gilson, M¥).
- N&i kha tring Tomy MX 500 (Kubota, Nhat Ban).
- May PCR Biometra (Siemen, Nhat Ban)
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- May GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, My)
- May Microarray scanner GenePix4000B (Molecular Devices, M¥).
- May xac dinh trinh tw DNA tu dong (ABI 3100, Biosystem, My).

2.3.2.3. Quy trinh chi tiét phat hign HPV DNA va xdc dinh genotype HPV

2.3.2.3.1. Quy trinh ky thugt phat hien HPV

* T4ch chiét DNA tong sé tir bénh pham cé tir cung

Quy trinh duoc thyc hién trong budng hat vé tring, tranh tap nhidm.

U dung dich Protein Dissolvent (solution I1) & 50-60°C dén khi tan hét tua.
Cho 100 pl dich bénh pham c¢b tir cung vao ong Eppendorf 1,5 ml, sau
d6 bd xung 495 pl Protein Dissolvent (solution 11) va 5 pl precipitator
. Tron déu.

U &50°C trong 30 phut. Lic nhe trong thoi gian 1.

Giam dan vé nhiét d6 phong.

Cho 500 pl dung dich 2-propanol, tron déu.

Cam trén da 15 pht.

Ly tdm 12,000 vong/ phut trong 10 phat ¢ 4°C.

Hat hét dich nodi.

Cho 500 pl dung dich Ethanol 70%, tron déu.

Ly tdm 12,000 vong/ phat trong 3 phat ¢ 4°C.

Hat hét dich nodi.

Cho 500 pl dung dich Ethanol 70%, tron déu.

Ly tdm 12,000 vong/ phdt trong 3 phat & 4°C

Hat hét dich nodi.

Lam khé trong budng hit chan khéng trong 5-10 phat/

Cho 30 ul of nuéc tinh khiét vo trung, dé trong 2 pht.

Dung ngay hoic bao quan & -30°C.

* Kiém tra d tinh sach va dinh lwong DNA bing phuong phép do quang phd
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+ Phuong phéap do quang phd ké cho phép xac dinh mot cach twong ddi
nong do DNA c6 trong mau nghién ciru, dong thoi kiém tra duoc do tinh sach
ctia mau d4 tach chiét.

+ Nguyén tic: Phuong phap nay dya vao su hip thu manh &nh sang tir
ngoai ¢ budc song 260 nm cua cac bazo purin va pyrimidin. T gié tri mat do
quang hoc (OD - Optical Density) & budc song 260 nm cua mau do cho phép
xac dinh ndng do axit nucleic trong mau.

+ Mot don vi OD twong ung vai ndong do 1a 50 pg/ml cho dung dich
DNA sgi d6i hoac 40 pug/ml cho dung dich RNA hay DNA sgi don theo cong
thirc tinh nhu sau trong d6 C 1a ndng d6 va d 1a d6 pha lodng mau:

- Véi dung dich DNA so¢1i do6i: Cona = ODgg x 50 x d

- Vi dung dich RNA hay DNA sg¢i don: Cpnarva = ODaggo X 40 x d

Céch tinh trén chi chinh xé&c khi dung dich axit nucleic sau tach chiét
duoc tinh sach vi gia trj that caa ndng d6 axit nucleic ¢ thé bj sai léch bai cac
protein (cdu trdc tir acid amin thom hodc di vong: tyrosin, tryptophan, 1 s6
phenylalanin) trong san pham tach chiét khdng tinh sach ciing c6 kha ning
hap thu & budc séng 260 nm. Tuy nhién, cac protein nay lai hap thu cao nhat
& budc song 280 nm, do d6 ta do thém & budc séng 280 nm dé kiém tra do
sach cua dung dich.

Pé danh gia muc d§ sach cua dung dich tach, nguoi ta tinh ti )

OD6/ODjgo = T.
Néu 1,7 < T < 2,0 thi dung dich axit nucleic d6 duoc coi 1a tinh sach.
+ Céch tién hanh do mat d6 quang cia DNA trong san pham tach chiét
bang may NanoDrop (Hitachi, Nhat Ban):
e Nho 1pl nuée cét tinh khiét vo trang (da sir dung trong qué trinh pha
loing DNA khi tach chiét) vao budng doc dé xac dinh két qua ng tring.
e Tron déu nhe nhang san pham tach chiét, ly tim nhe. Nho 1pl san phdm

vao budng doc.
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e May tu dong danh gia n6ng do DNA va d0 tinh sach cua san phém trén
do thi.
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* Phan vmg PCR khuéch dai 140 bp ving gen L1 HPV sir dung mdi
GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+ modified
+ Str dung mdi GP5+/GP6+ original cho phan tng PCR:
Thanh phan phan ung:

Thanh phan Thé tich (ul)
H.0 26,25
10x Buffer 5
2mM dNTP 5
25mM MgCl, 7
20mM GP5+ 0,625
20mM GP6+ 0,625
Ampli Taq Gold 0,5

San pham DNA téach chiét 5
Tong thé tich 50 l

Chu trinh nhiét:

94°C 10 pht

94°C 45giay

48°C 4 giay

38°C 30 gidy
42°C 5 giay

66°C 5 giay

71°C 90 giay

72°C 10 phat

4°C v0 cung
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+ Str dung mdi GP5+/GP6+ modified cho phan ung PCR:

Thanh phan:
Thanh phan Thé tich (ul)
H,O 24,5
10x Buffer 5
2mM dNTP 5
25mM MgCl, 7
20mM GP5+ M1-2 0,5
20mM GP5+ M2-2 0,5
20mM GP5+ M3-2 0,5
20mM GP6+ M1-2 0,5
20mM GP6+ M2-2 0,5
20mM GP6+ M3 0,5
Ampli Taq Gold 0,5
San pham DNA tach chiét 5
Tong thé tich 50 pl

Chu trinh nhiét:

95°C 10 pht
95°C 30 giay
45°C 30 giay
74°C 30 giay
74°C 10 phat
4°C vO cling

+ Kiém tra HPV DNA trong san pham phan @ng PCR bang dién di trén
gel agarose:

- Chuan bi gel agarose 2%: cho 2g agarose vao 100 ml dung dich dém

TBE 0,5X. Pun trong 10 vi sdng cho agarose tan hoan toan. Bé ngudi xubng
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khoang 50°C rdi 6 dung dich agarose vao khay dién di da cai sén lwgc. Sau
khoang 1h, khi gel da dong, g& luoc va dat ban gel vao bé dién di. 6 dém
TBE 0,5X vao bé dé dung dich ngap cach mat gel tir 1-2 mm.

-Tra mau DNA: Lay 10 pl san pham PCR pha trong 2 pl dém tra mau
5X va tra vao cac giéng nho trong gel. Tra 6 pl DNA marker thang 100 bp
vao 1 giéng trén gel dé 1am chi thi phan tu.

- Chay dién di & hiéu dién thé 100 V, trong khoang 30-40 phat. DNA di
chuyén tr cuc 4m dén cuc dwong. Quan sat sy di chuyén cia mau
BromophenolBlue dé biét khi nao can ding dién di.

- Nhuém DNA bang EtBr: Nhe nhang lay ban gel ra khoi khudn va
ngam vao dung dich EtBr ndng d6 2 pg/ml trong thoi gian khoang 10 phat
trén may lic nhe. Sau d6 13y ban gel ra trang nudc rodi quan sat va chup anh
dudi nh sang tia tir ngoai.
2.3.2.3.2. Quy trinh ky thugt xdc dinh genotype HPV

Lua chon san pham DNA tach chiét tr nhitng mau c6 HPV DNA
duong tinh (phat hién bang phan tng PCR véi cac cap moi GP5+/GP6+
original va GP5+/GP6+ modified) dé xac dinh genotype HPV bang ky thuat
DNA microarray hoic bang phuong phap giai trinh tu sau dong héa néu xac

dinh genotype HPV bing ky thuat DNA microarray khdng thanh cong.
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v Xé&c dinh genotype HPV bing GeneSquare HPV Typing DNA Microarray Kit
Bwéc 1: Khuéch dai HPV DNA bang phan &ng multiplex PCR

Thanh phan phan ung:

Thanh phan Thé tich (ul)
H,O 9,4
10x Buffer 2,5
2mM dNTP 2,5
25mM MqgCl, 3,0
Moi xudi 0,25
Mo6i nguoc 0,25
DNA Tag polymerase 0,1
San pham DNA téach chiét 2
Tong thé tich 20 l

Chu trinh nhiét:

95°C 4 pht

95°C 30 giay

60°C 30 giay
72°C 60 giay

72°C 7 phat

4°C vO cling

Céc trinh tu tong hop bd xung tach ra, gan véi streptavidin, dugc danh
dau bang Cy3 -dUTP huynh quang 10uM.

Trong mdi phan @ng, c6 chay kém miu noi kiém duong
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) va noi kiém am dé kiém tra chat
lrong multiplex PCR.

Budéc 2: Lai DNA chudi don
e Gay bién tinh 20 pl san pham PCR ¢ nhiét d6 95°C trong 5 phdt rdi cam

nhanh trén da.
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e Tron 10 pl dung dich lai va 6,2 pl rdi nho vao ting giéng va u trong 2 gio trén
may & nhiét do 45 °C nham muc dich lai chudi DNA trong san phim PCR d4
danh dau huynh quang véi trinh ty bo xung d gan sin trén giéng the 1.

e HUt 8,0 ul san pham lai sang giéng tht 2, & trong 30 phit.

e Nho 500 pl dung dich block.

e Hut hét dich va nho 3 1an, mdi lan 500 ul dung dich rua.

e Bit kin phién kinh cd cac giéng lai va tha chim trong binh céch thaly trong 1
gio & nhiét do 65 °C.

Budéc 3: Poc két qua

Lam kho tu nhién va doc két qua trén may microarray scan

GenePix4000B (Molecular Devices, My) ¢ budc song 532nm, cuong do laser

100%, vi tri Focus 30 um va kich thugc diém anh 10 um.

Hinh 2.2. Genotype HPV phat hién bang ky thuit DNA microarray
trén may scan
v Xac dinh genotype HPV bang phuong phap giai trinh tw gen sau dong héa
Budéc 1: Ghép ndi gen va bién nap DNA plasmid vao E.coli chiing InVaF’

+ Ghép ndi gen duoc thuc hién bang cach gan truc tiép san pham PCR
(mdi GP5+/GP6+) vao vecto tach dong pCR®2.1 véi cac thanh phan phan tng
(TOPO vecto mix) nhu sau:
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Dung dich mudi . 0,5ul
TOPO vecto : 0,5l
San pham PCR . 2,0ul
Téng thé tich . 3,0ul

Pé san pham ghép & nhiét d6 phong 23 phuit.

Cho 2,0 ul TOPO vecto mix (DNA plasmid mix) vao E.coli chung

InVoF’, tron nhe nhang.

Cam trén da 17 phut.

Séc nhiét 42 °C trong 30 gidy rdi cim nhanh trén da 7 pht.
Cho 250 pl dung dich nuéi dudng S.O.C.

U 1 gio trong may lac nhiét 37 °C véi 200 vong/pht.

Gian déu dung dich dd chuyén nap trén thach LB d4 bd xung
ampicillin va phu déu X-gal (20mg/ml) trén bé mat.

U méu & 37 °C trong 16 gio.
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Hinh 2.3. Vecto tach dong pCR®2.1
Buéc 2: Kiém tra két qua ghép ndi gen bang phan ing PCR véi cip moi
khuéch dai viing gen lacZa ciia vecto tich dong pCR®2.1.
Thanh phan cua phan tng:

Thanh phan Thé tich (ul)

H,0O 13,1

10x Buffer 2,0

2mM dNTP 2,0

25mM MgCl, 2,0

10M M13 xubi 0,4

10M M13 nguoc 0,4

5U Ampli Taq 0,1

San pham ghép gen  Cham truc tiép trén khuan lac tring bang tim vo trung

Tong thé tich 20 pl

Chu trinh nhiét cia phan tng PCR nhu sau:

95°C 10phdit
95°C 30 giay

55°C 30 giay 35 chu ky
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72°C 60 giay
72°C 10 phat
4°C vO cling

bién di trén gel agarose 2%, nhitng mau c6 bing kich thudc khoang
160 bp trén thach la nhitng mau ghép gen thanh cong.
Buwoc 3: Nudi E.coli mang DNA plasmid
Nhan sé luong DNA lasmid bang cach chon nhitng dong E.coli da
mang DNA plasmid nudi cdy trong 1,5 ml thach LB long, u 24 gio trong may
lic nhiét 37 °C véi 200 vong/phuit.
Bwéc 4: Tach chiét va tinh sach DNA plasmid
Chuyén thach nudi E.coli mang DNA plasmid vao éng Eppendorf 1,8 ml.
e Ly tam 12.000 vong/phut trong 1 pht, thu xac té bao.
e B6 xung 200 pl dung dich I, tron déu.
e B6 xung 200 pl dung dich 11, l4c tron déu.
e B6 xung 350 pl dung dich 111, lic nhe.
e Ly tam 14.000 vong/phat trong 10 phat
e Dung pipet chuyén dich néi sang 6ng Eppendorf c6 cot loc.
e Ly tam 12.000 vong/phut trong 1 phat, rat cot loc va d6 dich phia dudi.
e Rira DNA duéi day cot bang 700 pl dung dich rira.
e Ly tam 12.000 vong/phut trong 1 phit, d6 dich day 6ng.
e Ly tam 14.000 vong/phut trong 2 phat.
e Chuyén cot loc sang Eppendorf méi.
e Hoatan DNA trong 100 pl.
e Ly tam 12.000 vong/phat trong 1 phat, thu DNA da hoa tan.
e Kiém tra d6 tinh sach DNA plasmid bang quang ph ké.
Buéc 5: Xac dinh trinh tw gen bang may tw déng ABI 3100
M3i dong gen duoc giai trinh tw bang 2 dng (1 dng véi mdi xubi va 1
dng voi modi nguoc) theo cach tién hanh nhu sau:
+ Khuéch dai DNA plasmid bang cac dideoxynucleotid dd danh dau
huynh quang.
Thanh phan phan ung:
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Thanh phan Thé tich (ul)
H>0 12,0
5x Buffer 3,5
Moi 1,5
BigDye 1,0
DNA plamid 2,0
Tong thé tich 20 l
Chu trinh nhiét caa phan rng nhu sau:

96°C 10 gidy

50°C 5 gidy

60°C 4 phat

4°C vO cling

+ Tinh sach san pham

B sung 2 pl dung dich 125mM EDTA pH 8,0, 2 pl dung dich NaOAc va
50 pl Ethanol 99% vao mdi dng chira 20 il san pham & phan wng trén.
Votex va dé & nhiét 6 phong 15 phut.

Ly tdm 14.000 vong trong 20 phat, hat bo dich noi.

B sung 70 pl dung dich Ethanol 70%, lic déu.

Ly tam 14.000 vong trong 10 phat, hat bo dich noi.

Pé khd DNA & nhiét dd phong trong budng téi.

Cho 25 pl Hi-Di formanide, votex.

Bién tinh trén may 1 nhiét 95 °C trong 2 phut rdi cim nhanh trén da 15 phut.
Pua mau vao may xac dinh trinh tu ty dong ABI 3100.

Buwdc 6: Phan tich trinh tw DNA HPV xac dinh genotype

Trinh ty DNA HPV thu dugc dugc phan tich so sanh véi cac trinh tu

trén ngan hang gen quéc té GenBank theo chuwong trinh BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

2.3.3. Quy trinh k¥ thuat xét nghiém té bao co tir cung theo phwong phap

Papanicolaous (Pap smear)

2.3.2.1. Hoa chdt
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Ethanol 95%, Ethanol 70%, Ethanol 100%, Hematoxylin, hydrocholorid

acid alcohol 1% (1%HCI+70% Ethanol), OG6, acetic alcohol 1% (1% CH;COOH
+ 70% Ethanol), Ethanol phosphotungstic acid 1%, Eosine 50, Xylen.
2.3.2.2. Ky thuat nhugm

Xép lam kinh duogc phét té bao ¢ tir cung va da cé dinh bang con vao
Khay nhuom.

Nhang 5 lan trong 95% Ethanol va dé trong 10 phut.

Nhang 5 lan trong 70% Ethanol.

Ritra trong dong nudc chay nhe 3 phat.

Nhing 5 lan trong hematoxylin va dé trong 4 pht.

Rua trong dong nudc chay nhe dén khi nude khéng con mau do cua
hematoxylin.

Nhing 5 lan trong 1% hydrochloric acid alcohol (1% HCI + 70%
Ethanol) va dé trong 1 phut.

Rua trong dong nuée chay it nhat 10 phat.

Kiém tra sy bat mau caa té bao & vat kinh 10 va vat kinh 40.

Nhing 10 lan trong 95% Ethanol, Iap lai 2 1an ¢ 2 binh 95% Ethanol
khac nhau.

Nhang 5 lan trong OG6 va dé trong 2 phut.

Nhtng 10 lan trong 95% Ethanol.

Nhing 5 lan trong 1% acetate alcohol (1% CH;COOH + 70% Ethanol)
va dé trong 1 phat.

Nhing 5 lan trong 1% Ethanol phosphotungstic acid (1% phosphotungstic
acid + 70% Ethanol) va dé trong 1 pht.

Nhang 5 lan trong EA 50 va dé trong 3 phut.

Nhtng 10 lan trong 100% Ethanol, 1ap lai 4 1an & 4 binh 100% Ethanol
khac nhau.

Tham khé dich & gia nhuom.

Nhuing 5 1an trong 100% Xylen, Ip lai 4 1an & 4 binh 100% Xylen khac nhau.

2.3.2.3. Poc két qud

Tiéu ban t& bao hoc ¢ tir cung dd nhuém theo phwong phap

Papanicolaous dugc doc két qua tai Khoa Giai phau bénh, trudng Pai hoc
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Kanazawa-Nhat Ban va phan loai ton thuong theo hé thong Bethesda nim
2001 (The 2001 Bethesda system Terminology).
2.4. Xir ly s6 liu

Str dung phuong phap théng k& y sinh hoc, phan tich cac két qua thu
dugc theo chuong trinh SPSS 15.0. Test y° va Fisher’s Exact Test duoc su
dung trong so sanh gitra nhom HPV DNA duong tinh va nhom HPV DNA am
tinh. Pong thoi, sir dung phan tich don bién dé danh gia sy lién quan gitra
nhém HPV DNA duong tinh vdi cac yéu té nguy co gy nhiém ciing nhu voi
cac dong nhidm khac.

Hon nira, c4c s6 liéu con duoc tién hanh phan tich hoi quy da bién sir
dung phuong phép phan tich hdi quy Stepwise dé danh gia sy doc lap cua céac
bién va st dung ty suit chénh (Odds ratio, OR) diéu chinh vai d6 tin cay 95%
(95% confidence intervals, CIs) dé kiém tra su lién quan doc lap giita céac

bién. Gia tri p < 0,05 duoc coi la ¢ y nghia théng Ke.

2.5. Pao dirc nghién ciru Y hoc

Pé tai dugc thdng qua Hoi ddng dao duc Y sinh hoc Truong Pai hoc Y
Hai Phong theo dung quy dinh vé Pao dwic trong nghién cau khoa hoc cua Bo
Y té, Viét Nam.

Cac dbi twong nghién ctru du tiéu chuan lya chon dugc cung cip cac
thong tin cu thé vé nghién ctu, giai thich rd rang vé nhiing loi ich va nguy co
khi tham gia nghién ctru. Bam bao c6 du thoi gian dé ddi twong nghién cau
suy nghi, can nhic, hiéu rd thong tin va tinh nguyén ky cam két tham gia
nghién ctu.

Cac d6i tuong nghién ctu dugc tiép tuc cung cap thong tin trong subt
thoi gian tham gia nghién cau, c6 thé lién hé voi nghién ciu vién néu cé thac
mac va c6 quyén tir chdi hoic ngirng tham gia nghién cau vao bat cir thoi

diém nao.
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Ty Ié¢ nhiém HPV & d6i twong gai mai dam tai Hai Phong va mét sé yéu
t6 lien quan
3.1.1. Ty 1é nhiém HPV ¢ dbi twong gai mai dam tai Hai Phong
3.1.1.1. Két qud do néong dé va dé tinh sach DNA sau tach chiét
Két qua ndng d6 DNA tong sé sau tach chiét dao dong trong khoang tir
54 — 1639 ng/pl, trong d6 ndng d6 DNA tong s trén 500 ng/pl chiém 53,7%.
San pham DNA thu duoc dam bao d6 tinh sach phan anh bang gia tri
OD,gs/OD5go trong khoang tir 1,70 dén 1,97. Nhu vay san pham DNA sau
tach chiét dam bao chat luong tinh sach dé cé thé sir dung lam khudn cho
phan (rng PCR nhan doan gen.
Két qua do ndng do va do tinh sach DNA sau tach chiét dugc thé hién

trong phan phu luc chuong 2.

7 Be-blank | Frintscreen ) Becoming. W Measurement complete B15/2012 453 P =
EASUE vt t— it
ot Blank FuntFeport || Show Repan Usgar Default
_
o Overdeycontral  Cleer graph each Sample | =) Sample Type DNASD !
ik
1
2,50~
2.25—I Sample D
2.']!]—]
B 175+
5 |
= 150 Sample 1
3 125—|
< Ll 230 Znm Abs 0980
€ 100~
= “?5J A-260 10 mm path, 2574
l].5l]-J! A=280 10 mm path.  1.362
025 i 260/200, 169
0.00~
| 260/2300 263
4.28=, . ' " . ' : ' ' ) ' " '
220 230 240 250 260 270 280 290 300 30 320 330 340 350
Wervelangth nm ng}uL 128.7
3 B0 BAS 0104,128,/40

Hinh 3.1. Két qua kiém tra d tinh sach va dinh lwong ndng do DNA
tong sé trén may NanoDrop

3.1.1.2. Két qud xdc dinh ty 1¢ nhiém HPV ¢ déi twong gai mgi dam tai Hai

Phong bang phdn #ng PCR
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Marker

<«<— 140 bp

Marker

140 bp

Hinh 3.2. Két qua khuéch dai 140 bp ving gen L1 HPV bang
phan img PCR v6i moi GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+ modified
Nhan xét:
+ Trén hinh anh dién di cho thay doan gen L1 cua HPV d4 dugc nhan
Ién mot cach dic hiéu khi sir dung mdi GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+
modified, chi tao ra mot biang duy nhit. Cac bang dién di sang dong nhat, bo
déu, sic gon. Bidu nay chieng to san pham PCR c6 chit lugng tdt va cé thé sir

dung dé xac dinh genotype HPV.

+ Kich thuéc san pham PCR dugc ddi chiéu trén thang DNA chuan
(Marker) twong ung véi dyu doan 1y thuyét cua ving gen duoc nhan 18n 1a 140
bp. Nhitng mau cd san pham PCR kich thudc 140 bp 1a nhitng mau c6 HPV
DNA duong tinh

Nhu vay: Khi tién hanh khuéch dai ving gen L1 HPV bang phan ¢ng

PCR trong tong s6 479 mau nghién ctru, 246 mau san pham PCR sir dung moi
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GP5+/GP6+original c6 kich thudc 140 bp (HPV DNA duong tinh) va 245
mau san pham PCR st dung moi GP5+/GP6+ modified c6 kich thuéc 140 bp
(HPV DNA duong tinh). Ty 1¢ nhiém HPV trén gai mai dam tai Hai Phong,
Viét Nam phat hién bang phan ung PCR véi mdi GP5+/GP6+original 1a
51,4% va v&i moi GP5+/GP6+ modified 1a 51,1%.
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3.1.2. Mt s6 yéu té lien quan dén ty I¢ nhiém HPV trén gai mai dam tai Hai Phong

3.1.2.1. Méi lién quan cia tudi, tinh trang hén nhan, trinh dé hec vén, tinh trang hat thuéc 14 va sie dung ma tay

dén ty 18 nhiém HPV trén gai mgi dam tgi Hdi Phong

Bang 3.1. Méi lién quan cia tudi, tinh trang hon nhan, trinh @9 hoc van, tinh trang hat thuéc 14 va sir dung

ma tiy dén ty ¢ nhiém HPV

o HPV DNA
Yéu té lién quan Gai mal dam ) (+) OR | 95% ClI P
n % n % N %
Tuoi <25 233 | 486 | 92 | 359 | 141 | 605 | 2,02 | 1,4-2,9 |<0,0001
> 25 246 51,4 | 140 | 56,9 | 106 | 43,1 1
Tinh trang hdn nhan boc than 247 51,6 | 107 | 43,3 | 140 | 56,7 | 18 | 10-3,2 0,046
Dang chung s6ng 62 129 | 36 |581| 26 | 419 1
Li di, li than, goa 170 | 355 | 90 | 529 | 80 |[471| 15 | 099-22 | 0,058
Trinh dd hec vin Khong 65 136 | 37 | 569| 28 [ 431 0,7 | 04-11 0,145
Tiéu hoc - Trung hoc 414 86,4 | 195 | 47,1 | 219 | 52,9 1
Hat thuéc 1a Khong 333 69,5 | 143 | 429 | 190 | 57,1 | 21 14-3,1 | <0,0001
Cé 146 | 305 | 89 | 61,0| 57 | 39,0 1
Tiém chich ma tay Khong 391 81,6 | 191 | 48,8 | 200 | 51,2 1
Co 88 18,4 41 | 466 | 47 | 534 | 11 0,7-17 0,724
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Nhan xét:

+ Yéu t6 tudi co lién quan chat ché véi tinh trang nhiém HPV (p<
0,0001), trong d6 lra tudi dudi 25 ¢6 nguy co nhiém HPV cao hon khoang 2
lan so véi lta tudi trén 25 (95% Cl: 1,4 - 2,9).

+ Tinh trang hdn nhan doc than (chua két hon) lién quan c6 ¥ nghia
thdng ké dén tinh trang nhiém HPV (p=0,046). Déi tugng gai mai dam sdng
doc than chiém 51,6% va co nguy co nhiém HPV cao hon 1,8 lan so voi
nhitng d6i twong gai mai dam dang chung séng véi chong (ban tinh) hoic da

li than, li di, g6a chong.

+ 86,4% dbi twong gai mai dam c6 trinh d6 hoc van & bac tiéu hoc hoic
trung hoc co so ; 18,4% d6i twong gai mai dam c6 st dung ma tiy qua duong
tinh mach. Tuy nhién, tinh trang tinh trang tiém chich ma tay khéng lién quan

cO y nghia véi tinh trang nhiém HPV sinh duc.

+ Tinh trang hat thudc 14 ciing lién quan rat chat ché vai p ¢6 nghia
théng ké < 0,0001. Trong d6, d6i twong gai mai dam khong hat thube 14 co
nguy co nhidm HPV cao hon 2,1 lan so véi dbi twong c6 hat thude 14 (95%
Cl: 1,4 - 3,1).
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3.1.2.2. Moi lién quan csa tién si san phu khoa dén ty 1¢ nhiém HPV trén gai mgi dam tgi Hdi Phong

Bang 3.2. Méi lién quan cia tién sir san phu khoa dén ty I¢ nhiém HPV

Gai mai HPV DNA
Yéu té lién quan dam ) (+) OR | 95%Cl p
n % n % n %
Tudi quan h¢ tinh duc dau | <18 114 | 336 | 63 | 553 | 51 | 447 | 08 05-1,2 0,358
tién
> 18 225 | 66,4 | 111 | 49,3 | 114 | 50,7 1
Tién sir san khoa Chua c6 thai 134 | 280 | 54 | 40,3 | 80 | 59,7 1,6 1,05-2,4 0,032
ba co thai 345 | 72,0 | 178 | 516 | 167 | 484 1
Tudi co thai <18 36 | 211| 24 | 66,7 | 12 | 333 | 05 03-1,0 0,077
> 18 309 | 789 | 154 | 50,2 | 155 | 49,8 1
Bién phap tranh thai Khong 70 146 | 36 | 514 | 34 | 486 0,9 0,5-15 0,607
Cé 409 | 854 | 196 | 479 | 213 | 521 1
Sir dung bao cao su Khong 128 | 378 | 66 | 516 | 62 48,4 1,0 06-1,5 1,000
Cé 211 | 62,2 | 108 | 51,2 | 103 | 488 1
Tan suét sir dung bao cao su | Khong thuong xuyén | 212 | 625 | 110 | 519 | 102 | 481 | 0,94 | 06-15 0,823
Thuong xuyén 127 | 375 | 64 | 504 63 49,6 1
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Nhan xét:

+ Trong 479 d6i twong tham gia nghién ciru, 33,6% gai mai dam ¢
hoat dong tinh duc truge 18 tudi. Khi phan tich don bién, khdng thay su lién
quan c6 y nghia gitra tudi quan hé tinh dau tién va nguy co nhiém HPV
(p=0,358).

+ 345/479 gai mai dam (72,0% ) tién sir da co thai va 134 d6i twong gai
mai dam chua c6 tién sa mang thai lan nao. Nhom d6i twong gai mai dam
chua mang thai c¢6 nguy co nhiém HPV cao hon 1,6 1an so v&i nhom dbi
trong d4 co tién st thai nghén, sy khac biét cd y nghia thdng ké véi p=0,032.

+ Co6 14,6% ddi twong gai mai dam khong s dung bat ky mot hinh
thirc tranh thai ndo va 62,2% gai mai dam ap dung bién phap tranh thai bang
cach sir dung bao cao su. Tuy nhién, chi c6 37,5% trong s6 ho sir dung bao

cao su thuong xuyén.
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3.1.2.3. Méi lién quan ciia cac bénh 1ay truyén qua dwong tinh duc dén ty 1¢ nhiém HPV trén gai mai dam tgi Hai Phong

Bang 3.3. Méi lién quan cia cac bénh lay truyén qua dwong tinh duc dén ty 1¢ nhiém HPV

_y Gai mai dam HPV DNA
Yeu to lién quan : ©) (+) OR 95% CI p
N % n % n %

HIV Duong tinh 47 9,8 9 19,1 38 80,9 45 21-95 | <0,0001
Am tinh 432 90,2 223 51,6 209 | 484 1

HCV Duong tinh 70 14,6 37 52,9 33 47,1 0,8 05-14 0,440
Am tinh 409 85,4 195 47,7 214 | 523 1

HBV Duong tinh 33 6,9 13 39,4 20 60,6 1,5 0,7-3,0 0,367
Am tinh 446 93,1 219 49,1 227 | 509 1

C.trachomatis Dwong tinh 26 54 7 26,9 19 73,1 2,7 11-65 0,027
Am tinh 453 94,6 225 49,7 228 | 503 1

N.gonorrhoeae Duong tinh 7 15 2 28,6 ) 71,4 2,4 05-124 0,451
Am tinh 472 98,5 230 48,7 242 | 513 1
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Nhan xét:

+ Trong nhom di twgng tham gia nghién ciru, 145/479 (30,3%) truong
hop nhiém it nhat mot bénh 1y truyén qua dudng tinh duc.

+ Ty 1& nhidm HIV trén d6i twong gai mai dam tai Hai Phong 1a 9,8%.
Tinh trang nhidm HIV lién quan rat chat ché véi nguy co nhiém HPV
duong sinh duc, dbi twong nhidm HIV ¢6 nguy co nhiém HPV cao hon 4,5
lan so v&i nhém khdng suy giam mién dich mic phai do HIV (p< 0,0001
va 95% CI: 2,1 - 9,5).

+ Tinh trang nhiém HCV chiém ty 1 cao nhat 1a 70/479 (14,6%) va c6
6,9% db6i twong gai mai dam nhiém HBV. Tuy nhién, sy lién quan giira tinh
trang nhidm HCV, HBV va tinh trang nhiém HPV khong c6 y nghia thong ké
véi p=0,440 va p=0,367.

+ Ty 1¢ gai mai dam nhiém tring roi am dao C.trachomatis chiém 5,4%
nhung c6 t6i 73,1% gai mai dam ddng nhiém C.trachomatis va HPV. Sy lién
quan gitra C.trachomatis va HPV ¢0 y nghia véi p=0,027.

+ Ty 1& gai mai dam nhiém N.gonorrhoeae thip nhit (1,5%). Mac di
da s6 gai mai dam nhidm N.gonorrhoeae c6 dong nhiém HPV (71,4%) nhung

su khéc biét khdng cé y nghia thong ké (p=0,451).
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Bang 3.4. Két qua phan tich hodi quy da bién giira mot sé yéu té lién quan c6 y nghia théng ké véi
tinh trang nhiém HPV

o . Gai mai dam Phan tich don bién Phén tich da bién
Yeéu to lién quan véi tinh trang nhiem HPV
n % | OR| 95% CI p OR | 95% CI p

Tudi (nim) <25 233 | 486 |2,02| 14-29 | <0,0001 | 19 1,3-3,0 0,003
> 25 246 | 514 1

Tinh trang hdn nhan Dbdc than 247 | 516 | 18 | 10-3.2 0,046 1,0 06-17 0,97
Pang chung s6ng 62 | 129 1 078 | 04-14 0,43
Li di, li than, géa 170 | 355 | 15| 0,99-22 0,058

Hat thude 14 Khong 333 | 695 | 21 14-31 <0,0001 | 2,5 16-39 <0,0001
Cé 146 | 30,5 1

Tién sir san khoa Chua c6 thai 134 | 280 | 16 | 1,05-24 0,032 11 06-18 0,68
ba co6 thai 345 | 72,0 1

HIV Dwong tinh 47 9,8 4,5 21-95 <0,0001 | 7,9 35-176 <0,0001
Am tinh 432 | 90,2 1

C.trachomatis Duong tinh 26 54 2,7 11-65 0,027 2,4 09-59 0,66
Am tinh 453 | 94,6 1
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Nhan xét:
Phan tich hoi quy da bién ham Stepwise nhiing yéu t6 lién quan c6 ¥ nghia
thong ké véi tinh trang nhidm HPV tir phén tich don bién (Tudi, tinh trang hdn

nhan, hat thudc 14, tién sir san khoa, HIV, C.trachomatis) d4 kiém dinh duoc:

+ Tinh trang nhidm HPV phu thudc vao nhitng yéu té tac dong doc 1ap

nhu: su thay d6i cua la tudi, tinh trang hat thube 14 va nhigm HIV.

+ Tinh trang hdn nhan, tién st san khoa va tinh trang nhiém
C.trachomatis 1a cac yéu té phu thudc (bién két qua) cua cac yéu to tac dong

khac tinh trang nhiém HPV.
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3.2. Sw phan bé genotype HPV trén gai mai dam tai Hai Phong

3.2.1. Két qua xac dinh genotype HPV bing phuwong phip DNA microarray
va phwong phap giai trinh tw sau tach dong

3.2.1.1. Két qud xdc dinh genotype HPV bédng phuong phdp DNA microarray

GG

HPV 6 HPV 11 HPV 30 HPV 34

PLOCIODD

g

B0 565

HPV 53 HPV 54 HPV 61

HPV 16/39 HPV 16/54

HPV 16/18/51 HPV 16/35/42 HPV 16/53/66 Negative Control

oo

BOb

e ot

Q e

'-: By
QOO0

G

HPV 16/18/45/56 HPV 16/33/40/52/59 HPV 16/18/52/58

Hinh 3.3. Két qua x4c dinh genotype HPV bang k¥ thuat DNA
microarray
Nhan xét:
+ Trong tong s6 246 mau HPV DNA duong tinh khi khuéch dai bang
phan @ng PCR st dung moi GP5+/GP6+ original va 245 mau HPV DNA
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duong tinh khi khuéch dai bang phan tng PCR s dung moi GP5+/GP6+
modified, 229 mau da xac dinh dugc genotype HPV va 17 mau khong xac
dinh duogc genotype HPV bang ky thuat lai trén DNA chip (DNA microarray)
véi kit GeneSquare HPV Typing DNA Microarray. Nhu vay, 17 mau c6 HPV
DNA duong tinh nhung chua x4c dinh genotype HPV can tiép tuc xac dinh
genotype HPV bing phuong phap giai trinh ty sau tach dong.

+ Hinh anh phat mau huynh quang cua tirng genotype HPV trong cac
giéng rd rang, sic nét, khéng cd hién tuong lai gitra cac giéng. Két qua nay
cho phép xac dinh chinh xac cac genotype HPV.
3.2.1.2. Két qud xdc dinh genotype HPV bang phwong phdp gidi trinh tu

gen sau tach dong

100% doan gen L1 d& duoc khuéch dai bang phan ung PCR st dung
mdi GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+ modified cia 17 mau HPV DNA
duong tinh nhung khong xac dinh dwoc genotype HPV bing phuong phap
DNA microarray duoc ghép thanh cong vao vecto tach dong pCR®2.1 va bién
nap plasmid vao té bao kha bién E.coli chung InVaF’. Nudi cay va lya chon
vi khuan mang plasmid tai t6 hop. Sau d6, tach chiét, tinh sach DNA plasmid
va tién hanh giai trinh ty gen. Hinh anh két qua giai trinh ty gen duoc thé hién

trong phan phu luc chuong 3.

Hinh 3.4. Két qua bién nap vecto tai to hop vao té bao kha bién
E.coli ching InVaF’
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Bang 3.5. Két qua xac dinh genotype HPV bing giai trinh tw gen

sau tach dong

TT |Mabénhnhan |HPV DNA | Két qua giai trinh tw gen
1. HPC-005-09 Duong tinh | HPV-26, HPV-62

2. HPV-2-024 Duong tinh | HPV-81

3. HPV-2-043 Duong tinh | HPV-JBE2

4, HPV-2-045 Duong tinh | HPC-70

5. HPV-2-068 Duong tinh | HPV-90 (JC9710)

6. HPV-2-087 Duong tinh | HPV-70

7. HPV-2-090 Duong tinh | HPV-81

8. HPV-2-125 Duong tinh | HPV-CP8304

9. HPV-2-138 Duong tinh | HPV-26

10. |HPV-2-171 Duong tinh | HPV-JBE2

11. | HPV-2-209 Duong tinh | HPV-70, HPV-81

12. | FSW-10-045 Duong tinh | HPV-CP8304

13. | FSW-10-095 Duong tinh | HPV-90

14. | FSW-10-125 Duong tinh | HPV 81

15. | FSW-10-178 Duong tinh | Human/bacteria gene
16. | FSW-10-195 Duong tinh | HPV-90

17. | FSW-10-201 Duong tinh | HPV-CP8304
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Nhan xét:

+ Vi 17 mau tach dong, 100% s6 mau da xac dinh duogc trinh tu gen
trong d6 16/17 mau xac dinh duoc genotype HPV va 01/17 mau xac dinh duoc
doan gen c6 kich thudc 140 bp tir san pham PCR sir dung moi GP5+/GP6+
original khéng phai la DNA HPV.

+ T4t ca cac genotype HPV duoc xac dinh bang phwong phép giai trinh
tu sau tdch dong la cac genotype khdng cé trinh tu gen trén chip DNA cua Kit
GeneSquare HPV Typing DNA Microarray. Cac genotype HPV dugc xac
dinh 1 cac genotype thudc nhém “nguy co thap” va thuéc nhom “chua xac

dinh dugc nguy co”.

Nhu vay, v6i 246 mau HPV DNA duong tinh ¢6 san pham PCR kich thugc
140 bp phéat hién bang phan tng PCR sir dung mdéi GP5+/GP6+ original va
245 miu c6 HPV DNA duong tinh phat hién bang phan tng PCR sir dung
GP5+/GP6+ modified, ¢4 xac dinh duoc 245 mau c6 doan gen khuéch dai
la HPV DNA va d& xac dinh dugc genotype HPV, xac dinh 01 mau co
doan gen duoc khuéch dai bai mdi GP5+/GP6+ original c6 kich thugc
140 bp khéng phai la DNA HPV.

Ty I1&é nhiém HPV trén gai mai dam tai Hai Phong, Viét Nam I3
245/479 (51,1%).
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Apphed A7HPV-2-068-6 modi R.ab1 KB1.2 KB.bcp
Blosystems HPV-2-068-6 modi R KB_310_POP4_BDTv1_36Std.mob
Signal: G:176 A:161 T:268 C:138 AvgSig: 185 C#:4 W:A7 Plate Name:Unassigned TS:52 CRL:267 QV20+:272

(CGC CCC CG TGTGC TGG A TTC(C CCTTGTAACTCT TCT T CATACC CACGTAGCAC CAATAT GACTA T TT CT GC(ACACAAACAC CCTCTGACACATACAAGG CTTCCAAT TT TAAAGAGTACAT G
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

1000

| U 4 MM‘& illhu Jul.umthlmlhﬂ hlﬂmmllllm.hhmdj ﬂmmhmm

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
‘CGC CATGGC GAGGAATAT GAT TTACAGT TTAT GT TTCAAT TAAGGGC CAAT TCT CCAGATAT CCAT CACACT GGCGGC CCGC TCGAGCAT GCAT CTAGAGGGC CCAAT TCGCCCTATAGT GAGT CC

‘ 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

gL T

1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 2900
ITATTACAAT T CACT GGC CGT CGT TT TACAACGT CGT GACT GGGAA

255 260 2B5 270 275 280 285 290 295

1000 —

3100 3200 3300 3400 3500

Hinh 3.5 . Két qua giai trinh tir gen sau tach dong(mau HPV-2-068 khuéch dai
bang phan ing PCR sir dung mdi GP5+/GP6+ modified).
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Human papillomavirus type 90 L1 gene for L1 capsid protein,
clone: cervical GP_modified 068 06

Sequence ID: dbj|AB542808.1

Query 1 CTCGCCATGGCGCATGTACTCTTTAAAATTGGAAGCCTTGTATGTGTCAGAGGGTGTTTG 60

Shjct 6892 CTCGCCATGGCGCATGTACTCTTTAAAATTGGAAGCCTTGTATGTGTCAGAGGGTGTTTG 6833
Query 61 TGTGGCACAAATAGTCATATTGGTGCTACGT 91

AR RN RN NN RN NN RN
Shjct 6832 TGTGGCACAAATAGTCATATTGGTGCTACGT 6802
Human papillomavirus type 90 DNA, complete genome, strain: 590 ,
clone: cervical_GP_original_068_03

Sequence ID: dbj|AB601053.1

Query 1 CTCGCCATGGCGCATGTACTCTTTAAAATTGGAAGCCTTGTATGTGTCAGAGGGTGTTTG 60

Sbjct 91 ~ CTCGCCATGGCGCATGTACTCTTTAAAATTGGAAGCCTTGTATGTGTCAGAGGGTGTTTG 32
Query 61  TGTGGCACAAATAGTCATATTGGTGCTACGT 91
RN N RN R RN RN

Shjct 31 TGTGGCACAAATAGTCATATTGGTGCTACGT 1

Hinh 3.6 : So sanh két qua giai trinh gen sau tach dong (miu HPV-2-068)

Vvé6i trinh tw gen d4 cong bé trén GeneBank.
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479 MAU NGHIEN CUU

v V- ]

THONG TIN BENH PHAM HUYET TUONG
TU PHIEU PHONG VAN CO TU CUNG
|
1 »L . l« _ _ 7 i
Phén tich trén Xeét nghiém te bao Téach chiét Phat hi¢n

SPSS 15.0 (Pap smear) DNA tong sb HIV, HBV, HCV

Nong do DNA: 54 — 1639 ng/pl
DG tinh SaCh: OD250/OD280: 1,7 - 1,97
|

| |

Phat hien HPV Phat hién C. trachomatis
: N. gonorrhoeae

Khuéch dai gen L1 HPV bang PCR véi moi
GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+ modifile

HPV DNA (+) ]: 246/479 mau (51,4%)

Xac dinh genotype HPV

229/246 mau

GeneSquare HPV Typing

DNA Microarray Kit

Khéng xic dinh dwgc genotype HPV |: 17/246 mau

Xac dinh genotype HPV

Giai trinh ty gen sau tach
dong va phan tich két qua

v

v

Xac dinh genotype HPV
16 miu

Xic dinh trinh tw HPV DNA khuéch dai bang PCR

mdi GP5+/GP6+original khong phai la trinh tu gen

Hinh 3.7. So d6 két qua xac dinh ty 1¢ nhiém va genotype HPV

trén gai mai dam tai Hai Phong.
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3.2.2. Sw phan bé va tinh trang don da nhiém genotype HPV
3.2.2.1. Sw phan bé genotype HPV
Bang 3.6. Sw phan b genotype HPV trén gai mai dam tai Hai Phong

T Nhom Genotype Séchiang | %
1. HPV-16 79 12,53
2. HPV-18 41 6,50
3. HPV-26 1 0,15
4, HPV-31 15 2,38
5. . HPV-33 20 3,17
6. 3 HPV-35 9 1,42
7. s HPV-39 29 4,60
8. = HPV-45 8 1,26
9. z HPV-51 27 4,28
10. e HPV-52 84 13,33
11, S HPV-53 33 523
12, z HPV-56 12 1,90
13 HPV-58 51 8,0
14, HPV-59 20 3,17
15. HPV-66 26 4,12
16. HPV-68 23 3,65
Téng sb 478 75,87
17. HPV-6 21 3,33
18. HPV-11 16 2,53
19, i HPV-40 8 1,26
20. & HPV-42 14 2,22
21, b HPV-43 2 0,31
22. g HPV-44 2 0,31
23, S HPV-54 9 1,42
24, P HPV-61 9 1,42
25, S HPV-70 5 0,79
26. z HPV-81 18 2,85
Tong sb 104 16,50
27. . HPV-30 11 1,74
28. A HPV-34 13 2,06
29. _;‘_‘-‘. ;; HPV-62 1 0,15
30. S % HPV-90 2 0,31
31. E= HPV-91 1 0,15
32. £ B HPV-JBE? 3 0,47
33, HPV-CP8304 17 2,69
Tong sb 48 7,63
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Genotype HPV (n=33)

Hinh 3.8. Sw phan b genotype HPV trén gai mai dam tai Hai Phong

Nhan xét:

+ Tur 245 mau HPV DNA duong tinh, 33 genotype va 630 chung HPV

d4 duoc xac dinh. Céc chung HPV dugc xac dinh gom:

- 478 ching genotype HPV nhém "nguy co cao" chiém 75,87% (478/630).

- 104 ching genotype HPV nhém "nguy co thap" chiém 16,5% (104/630).

- 48 ching genotype HPV nhom "chua xac dinh nguy co” chiém 7,63% (48/630).

+ Trong 33 genotype HPV dugc xac dinh, genotype HPV 52 la
genotype chiém ty 1& cao nhat 13,33% (84/630 chung), tiép dén la genotype
HPV 16 chiém 12,53% (79/630 ching) va HPV 58 chiém 8,09% (51/630
chung). HPV 18 x4c dinh duoc 41 chung, chiém 6,5%.

Genotype HPV 6 va HPV 11 chiém 3,33% va 2,53%.
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3.2.2.2. Tinh trang don nhiém va da nhiém genotype HPV

Bang 3.7. Tinh trang don nhiém va da nhiém genotype HPV trén gai mai

dam tai Hai Phong

Tinh trang don nhiém va da nhiém genotype HPV n %

Loai don nhiém 79 32,11
DPon nhiém genotype "nguy co cao" 54 | 21,96
Pon nhiém genotype "nguy co thap" 18 7,31
DPon nhiém genotype "chua x4c dinh nguy co" 7 2,84

Loai da nhiém 167 | 67,89
Da nhiém genotype "nguy co cao" 75 30,5
Pa nhidm genotype "nguy co cao + nguy co thap" | 60 | 24,39
Pa nhiém genotype "nguy co cao + chua xac dinh | 20 8,13
nguy co"
Pa nhiém genotype "nguy co cao + nguy co thip + | 12 4,87
chua xac dinh nguy co"
Pa nhiém genotype "nguy co thap" 0 0
Pa nhidm genotype "chua xac dinh nguy co thap" 0 0
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Pa nhiém HPV "nguy co cao": 30,5%
Pa nhiém HPV "nguy co cao + nguy co thap": 24,39%
Da nhiém HPV "nguy co cao + chua xac dinh nguy co": 8,13%

Pa nhiém HPV "nguy co cao + nguy co thap + chua xic dinh nguy co": 4,87%

Pon nhiém HPV "nguy co cao": 21,96%
DPon nhiém HPV "nguy co thap™: 7,31%

Pon nhiém HPV "chua x4c dinh nguy co": ,84%

I

inh 3.9. Tinh trang don nhiém va da nhiém genotype HPV & gai mai
dam tai Hai Phong
Nhan xét:

+ Tur 245 truong hop nhiém HPV, c6 79 truong hop don nhiém mot
genotype HPV (32,11%) va 167 truong hop da nhiém genotype HPV (nhiém
> 2 genotype HPV) chiém 67,89%.

+ Tinh trang da nhiém genotype HPV "nguy co cao" chiém ty 1& cao
nhat: 30,3%, da nhim genotype HPV "nguy co cao + nguy co thip" chiém
24,39% va tiép dén Ia tinh trang don nhidm genotype HPV "nguy co cao"
chiém 21,96%.
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+ Tinh trang don nhiém genotype HPV va da nhiém genotype HPV
"nguy co thap + chua xac dinh nguy co" chiém ty 18 rat thap.
3.2.2.3. Mgt sé yéu té lién quan dén tinh trang don nhiém va da nhiém

genotype HPV

Lya chon nhitng yéu té lién quan ¢6 y nghia thong ké véi tinh trang
nhiém HPV dé phan tich méi lién quan véi tinh trang don nhiém va da nhiém
genotype HPV. Mot s6 yéu td lién quan nhu sau:
* M#i lién quan cia lia tudi va tinh trang don, da nhiém genotype HPV

Bang 3.8. Méi lién quan cia lira tudi va tinh trang don, da nhiém

genotype HPV

) Pon nhiém genotype HPV Pa nhiém genotype HPV
Tuoi | N

n % | OR | 95% ClI p n % | OR |95% CI p

<25 |233 | 40 | 17,2 | 106 | 0,7-1,7 |0,807| 101 |43,3|2,08 |1,4-3,1|<0,0001

>25 (246 | 39 | 159 | 1 66 (268 1

Nhan xét:

+ Yéu t6 tudi lién quan c6 y nghia mat thiét véi tinh trang da nhiém
genotype HPV (p<0,0001) nhung khong lién quan tSi tinh trang don nhiém
genotype HPV (p=0,807).

+ Phan tich su lién quan cua yéu tb tudi véi cac loai da nhiém genotype
HPV cho thay:

- Yéu tb tudi chi lién quan chat ché véi loai da nhiém genotype "nguy
co cao + nguy co thap" (OR: 3,1; 95% Cl: 1,7 - 5,5; p< 0,0001). Trong d6, doi
twong gai mai dam dudi 25 tudi co nguy co da nhidm genotype HPV "nguy co cao
+ nguy co thap" gap 3,1 1an so voi d6i tugng gai mai dam trén 25 tudi (p<0,0001).
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* M@i lién quan caa tinh trang hén nhan va tinh trang don, da nhiém
genotype HPV

Bang 3.9. Méi lién quan caa tinh trang hdn nhan va tinh trang don,

da nhiém genotype HPV

Tinh trang Pon nhiém genotype HPV Pa nhiém genotype HPV

hon nhan Nl n | % |OR|9%CI p | n | % |OR|9%%CIl| p

bgc than 247| 42 | 170| 13 |06-31/0563 99 |40,1| 16 |09-3,0/0,143

Pang chungsong | 62 | 8 |129| 1 18 |290| 1

Lidi, lithan, géa | 170| 29 | 17,1 | 0,95 |06-1,6/0,89 | 50 |29,4| 16 |1,0-24|0,029

Nhan xét:

+ Tinh trang hén nhan lién quan c0 y nghia véi tinh trang da nhiém
genotype HPV nhung khéng lién quan véi tinh trang don nhiém genotype HPV.

Tinh trang gai mai dam da li di, dang song li than hoic géa chong c6
nguy co da nhiém genotype HPV cao hon 1,6 1an so v6i nhom dang chung
séng véi chdng hoic ban tinh, su khac biét c6 y nghia véi p=0,029.

+ Phan tich méi lién quan gitra tinh trang hon nhan va cac loai da
nhiém genotype HPV cho thiy:

- Tinh trang doc than c6 nguy co da nhiém genotype HPV "nguy co cao
+ nguy co thap" cao gap 3,7 lan so voi nhom dang chung séng véi chong hoic
ban tinh (OR:3,7; 95% CI: 1,1 - 12,4; p=0,023).

- Tinh trang gai mai dam d4 li di, dang song li than hoic g6a chong c6
nguy co da nhiém genotype HPV "nguy co cao + nguy co thdp + chwa Xac
dinh nguy co" cao gap 5,3 1an so véi nhom dang chung sdng véi chong hoic
ban tinh (OR:5,3; 95% CI: 1,4 - 20,4; p=0,018).
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* M#i lién quan cia tinh trang hat thudc 14 va tinh trang don, da nhiém

genotype HPV

Bang 3.10. Méi lién quan caa tinh trang hat thudc la va tinh trang domn,

da nhiém genotype HPV

Tinh trang Pon nhiém genotype HPV Pa nhiém genotype HPV
hutthuécla | N | n | % [ OR | 95%Cl | p n| % | OR |95% CI P
Co 146 | 24 |164| 10 | 06-1,6 4 1,000 | 33 |226| 0,4 |0,3-0,7|<0,0001
Khong 333 |55 162 1 134140,2| 2,3 [14-3,6
Nhan xét:

+ Tinh trang hat thudc 14 lién quan chat ché voi tinh trang da nhiém

genotype HPV, nhitng gai mai dam hat thudc 14 c¢6 nguy co da nhidm

genotype HPV thap hon so v&i nhém khong hit thube 14 va nguoc lai, nhém

gai mai dam khong hat thube 1a c6 nguy co nhiém HPV cao hon nhém hit
thudc 14 tir 1,4 - 3,6 lan (p<0,0001).

+ Phan tich sy lién quan gitta tinh trang hat thudc 14 va loai da nhiém

genotype HPV cho thay: Béi trong géai mai dam khéng hat thude 14 co nguy

co da nhiém genotype HPV "nguy co cao + nguy co th

14
A "

ap

cao gap 2,1 lan so

v6i nhém hat thude 14, su khac biét co y nghia vai p=0,035 (OR:2,1; 95% Cl:
1,0 - 4,1; p=0,035).
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* M#i lién quan cia tién sir ¢6 thai va tinh trang don, da nhiém genotype HPV

Bang 3.11. Méi lién quan caa tién sir ¢ thai va tinh trang don, da nhiém

genotype HPV

Tién sir \ Pon nhiém genotype HPV Pa nhiém genotype HPV
co thai n| % |OR |95%CI| p n| % |OR|95%CI| p
Chuacothai | 134 | 21 | 157 09 | 05-16(0,786| 59 (44,0 1,7 |1,1-2,6|0,01
D3 co tién str
] 345 | 58 | 168 | 1 108 | 108 | 1
thai nghén
Nhan xét:

+ Tién st thai nghén c6 lién quan tgi tinh trang da nhiém genotype
HPV, dbi twong gai mai ddm chua c6 thai 1an nao c6 nguy co nhiém HPV cao
hon 1,7 1an so v&i nhom d6i twong géi mai dam da c6 tién sir thai nghén. Su
khéc biét cd y nghia thong ké véi p=0,01.

+ Phan tich mdi lién quan giira tién st thai nghén va tinh trang da
nhiém genotype HPV cho thay, tién sir thai nghén chi lién quan téi tinh trang
da nhiém chung ma khong lién quan c6 y nghia téi ting loai da nhiém riéng.
Phan tich bang 2x2 (Crosstabs2x2) giita tién st thai nghén véi ting loai da
nhim cho két qua nhu sau:

- Giira tién str thai nghén va tinh trang da nhiém genotype "nguy co
cao": OR:0,7;95% CI: 0,4 - 1,1; p=0,159.

- Giira tién str thai nghén va tinh trang da nhiém genotype "nguy co
cao", genotype "nguy co thip™: OR: 0,7; 95% CI: 0,4 - 1,2; p=0,219.

- Giira tién st thai nghén va tinh trang da nhiém genotype "nguy co
cao", genotype "chua xac dinh nguy co": OR: 0,5; 95% CI: 0,2 - 1,4; p=0,215.

- Gira tién st thai nghén va da nhiém genotype "nguy co cao", "nguy
co théip", "chua xac dinh nguy co": OR: 0,8; 95% CI: 0,2 - 2,6; p=0,746.
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* Mbi lién quan cia tinh trang nhiém HIV va tinh trang don, da nhiém
genotype HPV
Bang 3.12. Méi lién quan caa tinh trang nhiém HIV va tinh trang don, da

nhiém genotype HPV

Pon nhiém genotype HPV Pa nhiém genotype HPV
HIV N

n | % | OR |95%CIl| p n % |OR[95%CI| p

Duong tinh| 47 | 15 |319| 26 |1,4-51|0,006| 23 [489| 19 |10-3,5/0,037

Am tinh 432 | 64 (14,7 1 144 1333 | 1

Nhan xét:

+ Tinh trang nhiém HIV c6 lién quan chat ché véi tinh trang don nhiém
(p=0,006) va da nhiém genotype HPV (p=0,037).

Tuy nhién khi phan tich sy lién quan gitra tinh trang nhiém HIV va
tirng loai don nhiém genotype HPV khdng thay tinh trang nhiém HIV chi lién
quan dén tinh trang don nhidm chung ma khdng cé su biét giita cac loai don
nhiém genotype HPV.

Phén tich su lién quan giira tinh trang nhiém HIV véi loai da nhiém
HPV cho thay tinh trang nhiém HIV lién quan c6 y nghia voi da nhidm
genotype HPV "nguy co cao + chwa xac dinh nguy co". Nhom dbi tuong gai
mai dam nhiém HIV c6 nguy co da nhiém genotype "nguy co cao + chua xéc
dinh nguy" cao hon nhom gai mai dam khéng nhiém HIV tir 1,6 d¢én 11,9 lan
(OR: 4,4:95% Cl: 1,6 - 11,9; p=0,009).
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* M@i lién quan cia tinh trang nhiém C.trachomatis va tinh trang don, da

nhiém genotype HPV

Bang 3.13. Mai lién quan cia tinh trang nhiém C.trachomatis va tinh

trang don, da nhiém genotype HPV

Pon nhiém genotype HPV

Pa nhiém genotype HPV

C.trachomatis | N
n | % OR|9%%CI| p ni|% |OR|9%%CI| p
Duong tinh 26 | 4 |154109 (03-1,7|1,000]| 15 |57,7| 2,7 | 1,2-6,0 |0.018
Amtinh | 453 | 75 | 16,1 1 152|336
Nhan xét:

+ Tinh trang nhiém C.trachomatis lién quan c6 y nghia (p=0,018) v&i

tinh trang da nhidm genotype HPV. Dbi twong gai mai dam nhiém

C.trachomatis c¢6 nguy co da nhiém genotype HPV cao gip 2,7 lan so véi

nhom khong nhiém C.trachomatis.

+ Phan tich méi lién quan giita tinh trang nhiém C.trachomatis va tinh

trang da nhiém genotype HPV cho thiy, tinh trang nhiém C.trachomatis chi

lién quan téi tinh trang da nhiém chung ma khong lién quan c6 y nghia t&i

ting loai da nhiém riéng.
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3.3. Mai lién quan giira bién ddi té bao cé tir cung va genotype HPV
3.3.1. Két qua xét nghiém té bao cé tir cung trén gai mai dam tai Hai Phong

Bang 3.14. Két qua xét nghiém té bao cé tir cung trén gai mai dam tai

Hai Phong
Géi mai HPV DNA
Két qua xét nghiém té bao dam Amtinh | Dwong tinh
n % n % n %
Té bao binh thwong 338 | 70,6 | 168 | 49,7 | 170 | 50,5
Té bao biéu md bién déi lanh tinh do viem | 75 | 157 | 38 | 50,7 | 37 | 49,3
Té bao chuyén san 44 | 92 | 26 | 591 | 18 | 40,9
ASC-US 5 |10 0 0 5 | 100
ASC-H 2 |04 ] 0 0 2 | 100
LSIL 13 27 1 |77 ] 12 |923
HSIL 2 |04 ] 0 0 2 923
180
160
140
£120
%’3100
g 80
«5 60
40 |
zg l J A_- = 8- =
Binh NILM  Metaplasia ASC-US ASC-H LSIL HSIL
thwong
® HPV DNA dwong tinh HPV DNA am tinh

Hinh 3.10. Két qua xét nghiém té bao cé tir cung trén gai mai dim

tai Hai Phong
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Nhan xét:

+ Vi 479 mau xét nghiém té bao cd tir cung, 338 mau cd két qua xét
nghiém binh thuong (70,6%), 75 trudng hop ¢6 té bao biéu mo bién doi lanh
tinh do viém, 44 truong hop c6 cac té bao chuyén san va 22 truong hop co
thay doi bat thuong cua té bao biéu mé co tr cung bao gdm 5 trudng hop c6
thay d6i té bao biéu mo gai khong dién hinh y nghia chua xac dinh ASC-US,
2 truong hop co thay doi té bao biéu mé gai khong dién hinh nhung khong
loai trir dugc ton thuong trong biéu md mirc d6 cao ASC-H, 13 trudng hop ¢6
thay d6i ton thuong ndi biéu md gai mirc d6 thap LSIL, 2 trudng hop co thay
d6i ton thwong ndi biéu md gai mirc do cao HSIL. Chwa phat hién trudng hop
ung thu biéu md hodc ung thu té bao tuyén cb tir cung trén d6i twong gai mai
dam tai Hai Phong.

+ O nhém két qua xét nghiém té bao hoc ¢b tir cung binh thuong (céc té
bao hinh thai binh thuong, té bao biéu mé bién ddi lanh tinh do viém, té bao
chuyén san) c6 ty 16 HPV DNA 4m tinh vda DNA HPV duong tinh tuong
duong nhau. Tuy nhién, & nhém két qua xét nghiém té bao hoc ¢ tir cung bt
thuong (ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL) c6 ty 1& nhidm HPV chiém da sd,
HPV DNA am tinh chiém mot ty 18 rat thap.

3.3.2. Méi lién quan giira bién déi té bao co tir cung va HPV

Tién hanh phan tich don bién gitra két qua xét nghiém té bao ¢ tir cung
v6i két qua sang loc nhidm HPV va genotype HPV da duoc xac dinh. Panh
gia méi lién quan gitta nhém nhiém HPV (nhom nguy co) va nhom khong
nhiém HPV (nhom khong nguy co) vai sy bién doi té bao co tir cung. Két qua

phén tich ¢ bang 3.16 nhu sau:
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Bang 3.15. Méi lién quan giira bién déi té bao cé tir cung va HPV

Géi mai Xét nghiém té bao hoc L .;
HPV dam  |Bit thwong |Binh thupng | nan tich dom bién
N % n % n % OR | 95% CI p

HPV DNA (+)| 246 | 514 | 21 8,9 225 | 911 | 216 |2,9-162,3|<0,0001
HPVDNA() | 233 | 486 1 | 04 | 233 | 946 | 1

HPV -16 79 165 | 11 | 139 68 86,1 57 |24-13,7 | <0,0001
HPV-18 41 8,6 1 2,4 40 976 | 20 (0,2 -134| 0,710
HPV-26 1 0,2 0 0 1 100 1,000
HPV-31 15 3,1 1 6,7 14 93,3 0,7 [008-53]| 0,511
HPV-33 20 4,2 2 10,0 18 90,0 | 04 |0,09-19| 0,232
HPV-35 9 19 2 22,2 7 778 | 0,2 |003-08]| 0,060
HPV-39 29 6,1 5 17,2 24 828 | 53 |18-156| 0,007
HPV-45 8 1,7 0 0 8 100 1,000
HPV-51 27 5,6 4 14,8 23 85,2 42 113-134 | 0,029
HPV-52 84 175 |10 | 119 74 88,1 43 118-10,4| 0,002
HPV-53 33 6,9 5 15,2 28 848 | 45 |15-13,1| 0,013
HPV-56 12 2,5 0 0 12 100 1,000
HPV-58 51 | 106 | 2 3,9 49 96,1 1,2 0,3-53 1,000
HPV-59 20 4,2 1 5,0 19 950 09 01-7,1 1,000
HPV-66 26 54 3 11,5 23 885 | 0,3 09-1,2 0,110
HPV-68 23 4.8 4 174 19 82,6 51 |16-16,6 | 0,017
HPV-6 21 4.4 2 9,5 19 905 | 04 |0,09-20]| 0,250
HPV-11 16 3,3 1 6,3 15 938 | 0,7 |0,09-56]| 0534
HPV-40 8 1,7 1 12,5 7 87,5 0,3 [003-28]| 0,315
HPV-42 14 29 1 7,1 13 92,9 0,6 0,7-49 0,487
HPV-43 2 0,4 1 50 1 50 0,04 10,87 -11,2| 0,090
HPV-44 2 0,4 2 100 0 0 0,070
HPV-54 9 1,9 1 11,1 8 88,9 0,3 [004-31]| 0,347
HPV-61 9 1,9 0 0 9 100 1,000
HPV-70 5 1,0 0 0 5 100 1,000
HPV-81 18 3,8 0 0 18 100 1,000
HPV-30 11 2,3 2 18,2 9 818 | 02 |004-10]| 0,086
HPV-34 13 2,7 2 154 11 84,6 0,2 (005-1,2| 0,116
HPV-62 1 0,2 0 0 1 100 1,000
HPV-90 2 0,4 0 0 2 100 1,000
HPV-91 1 0,2 0 0 1 100 1,000
HPV-JBE2 3 0,6 0 0 3 100 1,000
HPV-CP8304 17 3,5 2 11,8 15 88,2 03 |007-16| 0,181
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Nhan xét:

+ Sy bién ddi té bao co tir cung co lién quan chat ché voi tinh trang
nhiém HPV duong sinh duc. Dbi twgng nhidm HPV cé két qua xét nghiém té
bao cb tir cung bat thuong cao gap 21,6 1an so voi nhém khéng nhiém HPV,
su khac biét co y nghia thdng ké véi p < 0,0001.

+ Nhiing thay dbi bat thuong cua té bao biéu md c¢o tir cung chi lién
quan cO y nghia véi nhitng genotype HPV nhom "nguy co cao" nhu HPV-16,
HPV-39, HPV-51, HPV-52, HPV-53 va HPV-68. Bac biét, cd su khac biét rd
rét vé két qua té bao hoc gitra nhém nhidm va nhém khdng nhiém HPV-16
(p<0,0001), HPV-52 (p=0,002).

Céc genotype HPV nhom "nguy co thip" va nhom "chwa x4c dinh duoc
nguy co" lién quan khong y nghia voi sy bién doi té bao ¢6 tir cung.

Trong nghién ctu ndy, khong co sy khéc biét vé bién doi té bao co tur
cung trén d6i twong gai mai dam nhiém HPV-18 va khong nhiém HPV-18
(p=0,710).

3.3.3. Méi lién quan giira bién doi té bao cé tir cung va mat sé6 yéu té nguy
co khac

Tién hanh phan tich don bién danh gia mdi lién quan ctia mot sé yéu tb
nguy co Véi tinh trang nhiém HPV dé phan tich méi lién quan nhing thay doi
bat thuong caa té bao cd tr cung trén nhitng di twong gai mai dam nhiém HPV.
Nhan xét:

+ Yéu tb lra tudi, tinh trang hon nhan, tinh trang hat thudc 14, tién st
san khoa va tinh trang nhiém C. trachomatis lién quan c6 y nghia véi tinh
trang nhiém HPV nhung khong c6 su khéc biét vé két qua té bao hoc.

+ Tinh trang nhiém HIV lién quan chat ch& véi tinh trang nhiém HPV
va nhitng thay d6i bat thuong t& bao biéu mé co tir cung. Sy khéc biét co y
nghia thong ké vé két qua xét nghiém Pap smear gitta nhdm nhidm va nhém
khong nhiém HIV véi p<0,0001.
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Bang 3.16. Mai lién quan giira bién doi té bao cé tir cung va mat so yéu té nguy co khac

o Xét nghiém té bao hec )
., Ga&i mai dam , Phan tich don bien
Yeu to lién quan Bat thwong Binh thwong
n % n % n % OR 95% ClI p
Tudi <25 233 48,6 11 4,7 222 95,3 1,0 09-25 1,000
uoi
> 25 246 51,4 11 4,5 235 95,5 1
boc than 247 51,6 15 6,1 232 93,9 1,7 0,84 - 0,116
4,6
Tinh trang hdn nhan
Dang chung song 62 12,9 0 0 62 100 1
Li di, li thén, goa 170 35,5 7 4,1 163 95,9 1
, Khoéng 333 69,5 16 4,8 317 95,2 084 | 03-22 0,817
Tinh trang hat thuoc 14
Co 146 30,5 6 4,1 140 95,9 1
. ba co thai 345 72,0 15 4,3 330 95,7 1,2 0,5-3,0 0,635
Tien str san khoa
Chua c¢6 thai 134 28,0 7 5,2 127 94,8 1
HIV Duwong tinh 47 9,8 9 19,1 38 80,9 76 |3,0-19,0 | <0,0001
Am tinh 432 | 90,2 | 13 | 3,0 419 | 97,0 1
Duong tinh 26 5,4 3 11,5 23 88,4 29 |08-108| 0,110
C. trachomatis _
Am tinh 453 94,6 19 4,2 434 95,8 1
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CHUONG 4
BAN LUAN

4.1. Ty 1& nhiém HPV trén gai mai dam tai Hai Phong va mét sb yéu té lién quan
4.1.1. Ty 1 nhiém HPV trén gai mai dam tai Hai Phong

Nghién ctu duoc thuc hién véi su tinh nguyén tham gia cua 479 gai
mai dam dang tap trung quan Iy tai Trung tdm phuc héi nhan phim Thanh
Xuén, Hai Phong. Tat ca ddi tuong gai mai dam duoc thu thap thong tin tir phiéu
phong van, ldy mau (x4c dinh HIV, HCV, HBV), kham san phu khoa va lay bénh
pham ¢6 tir cung nham sang loc mot sé bénh 1ay truyén qua duong tinh duc (HPV,
C.trachomatis, N.gonorrhoeae) bang phan ting khuéch dai gen, phan tng PCR.

PCR 1la phuong phap méi dd@ mang lai mot cudc cach mang trong di
truyén phan tir ciing nhu trong nghién cau phan tich gen. Phan ¢ng PCR la
phan trng hda sinh phu thudc nhiét @6 vai sy tham gia cua mot loai enzyme
chiu nhiét DNA polymerase, cac doan oligonucleotid mdi, DNA khuén va
mot sé thanh phan khac nhu dung dich dém va cac nucleotide. PCR c6 d%
nhay va tinh chinh xac rit cao, két qua phan wng thanh céng phu thudc cha
yéu vao chét luong céc thanh phan tham gia phan ng. Mot trong nhitng vai
tro tién quyét danh gia sy thanh cdng caa phan wng 1a chat luong DNA khudn,
trong d6 ndng d6 va do tinh sach cua khudn Ia nhitng yéu té quan trong nhat.

Véi 479 mau dich bénh pham c6 tar cung duoc tién hanh tach chiét
DNA tong s6 theo dung quy trinh ki thuat caa kit, nong d6 DNA tong s6 sau
tach chiét co gia tri trong khoang tir 54 — 1.639 ng/ul. Pay 1a khoang dao
dong twong d6i rong va c6 su chénh léch 16n vé nong d6 DNA khudn cho
phan tng PCR. Do d6, chung tdi tién hanh pha loing luong DNA tong s6
bang nudc cat tinh sach dé ddng nhat ndong d6 DNA trong khoang chuan tir 50

— 500 ng/pl nham muc dich t6i wu hoa phan tng nhan ban gen.
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Khuén cua PCR rat da dang va nong d6 khudn can thiét cho mdi phan
g tiy thudc vao ngudn gbc khudn. Nong d6 DNA khudn qué I6n khdng chi
c6 thé 1am giam hiéu suat cuia DNA polymerase ma con cé thé 1am ting tong
hop nhitng san pham phu khéng mong muén. Vi DNA bacteriophage can
khoang 20pg cho mdi phan tmg va nhu vy, ndng d6 DNA dé ti uu hoa phan
ung PCR trong khoang tir 50 — 500 ng/ul [34].

Pé dam bao 100% mau san pham DNA khudn hoan toan tinh sach,
khong tap nhiém va khong bi dat gdy thi qué trinh tién hanh tach chiét phai
duoc thyc hién trong diéu kién dam bao vo trung tuyét déi véi quy trinh
chuan theo dang hudng dan cua hing san xuat kit. Bong thoi, tién hanh kiém
tra chat ché do tinh sach ciia DNA khuon trén may do quang phd NanoDrop.
Mat d6 quang ctia san pham DNA sau tach chiét trong nghién ciru do dugc &
budc song 260/280 nm dao dong tir 1,70 dén 1,97. Nhu vay, mau san pham
DNA tong s6 sau tach chiét hoan toan dam bao do tinh sach dé st dung 1am
khuén cho cac thi nghiém tiép theo.

Pé xac dinh ty 1& nhiém HPV duong sinh duc ¢ dbi teong gai mai dam
trong nghién ciu, DNA tong sb sau tach chiét da dam bao vé nong do va do tinh
sach duoc tién hanh khuéch dai 140 bp trén ving gen L1 HPV bing phan ¢ng
PCR sir dung hai loai mdi 1a GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+ modified.

Lya chon oligonucleotid méi 14 mét trong nhitng chi tiéu quan trong
nhat cing vi DNA khudn quyét dinh tinh dic hiéu ciing nhu sy thanh cong
cua phan tng PCR. Cac doan oligonucleotid mdi ¢ chiéu dai khoang 20-30
nucleotid thuong dic hiéu hon cho doan gen dich trén DNA khuén. Nong d6
mdi st dung cho PCR khéac nhau theo tung thi nghiém va ty 1& mdi/khudn
dong vai tro dic biét quan trong giip PCR thanh cong. Néu nong d6 moi qua
l6n s& khong chi gay hién twgng wc ché phan (tng ma con hinh thanh nhitng

san pham phu khéng mong muén do bt cap nham.



87

San pham HPV DNA duoc khuéch dai sau phan tmg PCR duoc kiém
tra bang phuong phép dién di trén gel agarose 2% va hinh anh dién di dugc
ghi lai trén may soi chup anh gel. Trén hinh anh dién di (hinh 3.1) cho thay
doan gen L1 cua HPV tir mau bénh pham c6 tir cung da duoc nhan 18n mot
cach dic hiéu khi st dung moi GP5+/GP6+ original va moi GP5+/GP6+
modified, chi tao ra mot bang duy nhét, khdng ¢ san pham phu. Cac bang
dién di sang dong nhat, bo déu, sic gon, ching to san pham PCR cd chat
lwong tét va c6 thé s dung dé xac dinh genotype HPV.

Kich thuéc san pham PCR dugc ddi chiéu trén thang DNA chuan
(Marker) twong Gng voi chiéu dai dy doan 1y thuyét cia ving gen duoc nhan
1&n 1a 140 bp. Nhitng mau c6 san pham PCR kich thuéc 140 bp 1a nhitng mau
c6 HPV DNA duong tinh.

Trong téng s6 479 mau nghién ctu, 246 mau c6 kich thugc 140 bp
(HPV DNA duong tinh) khi khuéch dai bang phan ¢ng PCR sir dung moi
GP5+/GP6+ original va 245 miu c6 kich thude 140 bp (HPV DNA duong
tinh) khi khuéch dai bang phan tng PCR str dung mdi GP5+/GP6+ modified.
Ty 18 nhiém HPV dudng sinh duc trén ddi twong gai mai dam tai Hai Phong
phat hién bang phan tng PCR véi moi GP5+/GP6+ original 1a 51,4% va véi
GP5+/GP6+ modified 1a 51,1%. Sy khac biét vé ty I& nhiém HPV trong
nghién ciru phu thudc vao do dic hiéu cua hai loai moi GP5+/GP6+ duoc sir
dung trong phan tng PCR, do doé, ty I¢ nhiém HPV s& duoc xac dinh dua trén
két qua giai trinh ty gen miu san pham PCR khéng twong dong khi khuéch
dai bang mdi GP5+/GP6+ original va mbi GP5+/GP6+ modified.

Theo bao céo két qua phan tich tdng hop nam 2007 (meta-analysis) tir
78 nghién ciru khéac nhau trén 157.879 phu nir ¢6 xét nghiém té bao hoc ¢b tir
cung binh thuong, ty 1¢ nhiém HPV trén toan thé gisi 1a 10,4% trong do, chau
Phi (22,1%) va Trung My (20,4%) 1a nhitng khu vuc c6 ty 1é nhiém HPV sinh
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duc nit cao nhat. Chau Au (8,1%) va chau A (8,0%) c6 ty I& nhiém HPV
twong duwong. Nhu vy, dén nam 2007, wdc tinh chung c6 khoang 291 triéu
phu nir trén khap thé gi¢i nhiém HPV, khoang 32% s6 ho nhiém HPV-16,
HPV-18 va khoang 80% phu nit nhiém HPV it nhat mét lan trong sudt doi
séng tinh duc [14], [16], [60].

Pén nam 2010, mot nghién cau khac phan tich tong hop trén hon 1
triéu (1.016.719) phu nit c6 xét nghiém té bao hoc ¢6 tr cung binh thuong da
bao c4o ty 1& nhidm HPV toan cau 1a 11,7% trong d6, chau Phi va chau My
van 1a hai chau lyc c6 ty 18 nhiém HPV cao nhat trén thé giéi [61]. Két qua
b4o céo chung to ty 1& nhiém HPV trong cong dong dan cu trén thé gidi
dang c6 xu huéng ting nhanh, trong d6 c6 sy gop phan khéng nho cua
nhom ddi twgng gai mai dam. Do d6, hudng nghién ciu vé ty & nhidm
HPV trén déi tuogng gai mai dam dang 1a vin dé& dugc quan tdm & khap céc

chau luc trén thé gisi.

Nghién ctu trén 503 dbi twong gai mai dam tai thanh phd cang
Mombasa cua Kenya, chau Phi bao céo ty 1¢ nhiém HPV trén gai mai dam &
khu vuc nay 1a 45,5% [62]. Ty 1é nhiém HPV trén d6i twong gai mai dam tai
Peru, Tay Nam My (50,6%) tuong dong véi két qua bao céo vé ty 1é nhidm
HPV trén 495 gai mai dam tai Mexico, My La tinh la 48,9% [52], [55].

Két qua bao céo ty 1é nhidm HPV trén 734 ddi tuong gai mai dam duoc
thudng xuyén quan |y sang loc cac bénh lay truyén qua dwong tinh duc ¢ tha
d6 Madrid, Tdy Ban Nha, phia Nam chau Au 13 39,0% [54]. Tuy nhién, khi
nghién cau trén 653 gai mai dam tai Ghent, thanh phé 16n thir 2 cua Bi, phia
Béc chau Au nhung khong dwoc quan ly sang loc cac bénh lay truyén qua
duong tinh duc, ty 1é nhiém HPV cao rd rét 1a 77,4% [56].
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Khoa Y té cong cong Truong Pai hoc Sydney nghién ctiu trén 288 dbi
trong gai mai dam duoc quan ly sang loc cac bénh lay truyén qua duong tinh
duc tai Sydney, thu d6 nuéc Uc bao céo két qua xac dinh ty 1é nhidm HPV la
31,9% [63].

Nhu vay, khi so sanh véi cac két qua nghién cau vé ty 1é nhigm HPV
trén thé giéi da cong bd cd thé nhan xét ty 1& nhiém HPV trén dbi tuong gai
mai dam ting cao rd rét so véi ty 1&é nhidm HPV trong cong dong, va két qua
nghién ciu vé ty 1é nhiém HPV trén ddi twong gai mai dam tai Hai Phong
trong dong véi két qua nghién ctu vé ty 1é nhiém HPV trén dbi tuong gai mai
dam duoc tap trung quan 1y tai cac trung tm y té & cac chau luc khac trén thé
gidi nhu chau Phi, chau My, chau Au va chau Uc.

Tai chau A, theo két qua phan tich tong hop tir 11 nghién cau vé ty 16
nhiém HPV duong sinh duc trén 4198 gai mai dam cho thay ty 1 nhiém HPV
& ddi twong gai mai dam dao dong tir 12,8% dén 84,8%, cao gap 10 lan so véi
ty 1¢ nhidm HPV trong cong ddng [50], [64].

Nghién cau so séanh vé ty 1& nhiém HPV gitta nhom dbi tuong gai mai
dam duoc thuong xuyén quan ly cac bénh lay truyén qua dudng tinh duc va
nhom ddi twong gai mai dam khong dugc quan ly cac bénh lay truyén qua
duong tinh duc tai Seoul-Han Québc cho thiy ty 1& nhiém HPV sinh dyc & hai
nhom dbi tuong c6 su khac biét rd rét 13 47,0% va 83,5% [49], [65]. Két qua nay
phan &nh rd vai trd dac biét quan trong ciia chwong trinh gidm sét trong diém cac
bénh 13y truyén qua dudng tinh duc & cac qubc gia.

Tai Viét Nam, theo két qua nghién ctru nim 2003 cua nhém tac gia
Pham Thi Hoang Anh va cong su vé ty I& nhiém HPV ¢ cong dong dan cu nix
15 dén 69 tudi tai thanh phd H& Chi Minh va tai Ha Noi cho thdy, c6 su khac
biét 1on vé ty 1& nhiém HPV tai mién Nam va mién Bac Viét Nam. Ty 1& nhiém

HPV ¢ cong dong dan cu nit tai thanh phé H6 Chi Minh 12 10,9% cao gap
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khoang 5 1an so vai tai Ha Noi (2,0%). Két qua nay giai thich cho sy chénh léch
vé ty 18 UTCTC ¢ mién Nam cao gap 4 lan so v6i & mién Bac Viét Nam [66].
Pé phan tich rd hon vé nguyén nhan dan tgi tinh trang ting nhanh s6
lwvgng bénh nhan UTCTC tai Mién Nam Viét Nam, tac gia Hernandez thugc
trung tdm nghién ciru ung thu Truong Pai hoc Hawaii (My) d& phdi hop véi
vién Pasteur thanh phé HO Chi Minh nghién ciru vé ty 16 nhiém HPV trén 282
d6i twong gai mai dam tai tinh Soc Triang cho thay ty 1¢ nhidm HPV chiém toi
85,0% va véi két qua nghién ciu ndy, nhém tac gia khang dinh HPV 1a tac
nhan |y truyén qua duong tinh duc phé bién nhat & ddi trong gai mai dam tai
mién Nam Viét Nam [41]. Tuy nhién, dén nay van chua c6 cong bd chinh thic
nao vé ty 1& nhiém HPV trén dbi twong gai mai dam tai mién Béc Viét Nam.
Véi mong mudn cung cap thong tin vé ty & nhiém HPV trén nhom ddi
trong c6 kha niang 1am 1ay lan nhanh cac bénh lay truyén qua duong tinh duc
noi chung va lay truyén HPV néi riéng tai mién Bic Viét Nam, nhém nghién
ciru chung toi d& xac dinh ty 1& nhiém HPV trén 479 gai mai dam tai Hai
Phong, thanh phd cang 16n nhat khu vuc duyén hai Bic Bo 1a 51,1%. Tur két
qua ndy, ¢ thé nhan dinh ty 1& nhiém HPV trén ddi twong gai mai dam tai
mién Bac Viét Nam mac du thap hon so véi ty 1& nhidm tai mién Nam Viét
Nam nhung da c6 sy ting nhanh tinh trang nhiém HPV trong nhom déi twong
nay. Két qua ty I& nhidm HPV trén ddi twong gai mai dam & Hai Phong trong
nghién ctru trong dong vai ty 1& nhiém HPV trén d6i twong gai mai dam tai
mot s6 quéc gia 1an can nhu Kyoto - Nhat Ban (52,6%), Manila - Philippin
(57,2%); PhnomPenh - Campuchia (41,1%) nhung cao hon ty 1¢ nhiém HPV
trén dbi twong gai mai dam o tha d6 Singapore - Singapore (14,4%); Songkla -
Thai Lan ( 22,9%); Bali - Indonesia (38,3%); tinh Quang Tay, phia Nam Trung
Qudc (38,9%). Tuy nhién, ty 1 nhiém HPV trén d6i twong gai mai dam tai Hai

Phong thip hon 18 rét so vai ty 18 nhidm HPV trén d6i twong gai mai dam tai
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Dhaka - Bangladesh (75,8%), Bengal - An B¢ (73,3%) va tai tinh H5 Chau, phia
Nam Trung Quéc (66,7%) [17], [42], [43], [45], [46], [47], [48], [50], [51], [67].
4.1.2. Mt s yéu t6 lien quan dén ty I¢ nhiém HPV trén gai mai dam tai Hai Phong

Vi sy gia ting nhanh chéng ciia s6 lugng bénh nhan nhidm méi va s6
truong hop tir vong béi cac bénh ly 4c tinh lién quan dén HPV, ganh ning
bénh tat do HPV dang 1 van dé c6 y nghia chién luoc dang chi ¥ cia cong
tac cham soc sic khoe cong dong. Theo thong ké cua To chac Y té thé gioi
WHO (World Health Organization), mdi nam trén thé giéi, tinh rieng UTCTC
d4 c6 khoang 493.000 ca mac méi va khoang 274.000 trudng hop tir vong do
UTCTC. Do d6, viéc tim hiéu nhiing yéu t lién quan téi tinh trang nhiém
HPV, nhimng nguy co lam ting kha ning nhidm HPV 1a méi quan tam 16n cua
cac nha nghién ctru va cua da sd phu nir trén thé gi¢i. Két qua nghién cuu
phan tich, danh gia mdi lién quan cua nhirng yéu té lam ting nguy co nhidém
HPV c6 ¥ nghia quan trong gitp phong chéng lay nhiém HPV.

Pé phan tich méi lién quan cua mot s6 yéu té téi tinh trang nhiém HPV
trén dbi twong gai mai dam, ching tdi tién hanh thu thap théng tin tir phiéu
phong van va phan tich don bién bing phan mém SPSS 15.0. Bang thoi, tién
hanh phan tich hdi quy da bién dé kiém dinh mdi lién quan gitra cac yéu to
phu thudc (cac bién phu thudc: bién két qua) véi tinh trang nhiém HPV va
mdi lién quan giita cac yéu td doc lap (bién doc 1ap: bién tac dong) vai tinh
trang nhiém HPV.
4.1.2.1. Méi lién quan cia liza tugi, tinh trang hdn nhan, trinh dé hec vén,

tinh trgng hat thuéc 1a va sie dung ma tity dén ty 18 nhiém HPV trén
gai mgi dam tai Hai Phong

HPV la tc nhan 1y truyén qua dudng tinh duc do do ty 1& nhiém HPV phu
thudc vao hanh vi tinh duc cua céc ¢4 thé trong cong dong. Su thay doi vé hanh vi

tinh duc & céc lra tudi khéc nhau s& dan dén thay doi vé ty 16 nhidm HPV.
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Theo két qua nghién ciru tong hop dich t& hoc vé sy phan bd ty 1é
nhiém HPV theo d6 tudi cia nhém tac gia trudng Pai hoc Bic Carolina nuéc
Anh trén 70 qudc gia cho thdy, ty & nhiém HPV thay d6i theo lua tudi, dat
dinh cao nhat & nhém phu nit tré dudi 25 tudi, sau d6 giam dan dén tudi trung
nién va lai dat dinh cao lan 2 ¢ do tudi 50 ngoai trir chau A (ty 1& nhiém HPV
chi dat 1 dinh cao nhat & nhém phu nir tré dudi 25 tudi) [14]. So sanh vé ty 1é
nhiém HPV & nhém phu nit tudi tré dudi 25 tudi va nhdm trén 45 tudi cho
thay, ty 1& nhiém HPV & nhom tudi tré dudi 25 cao gap 10 1an so véi nhém
tudi trén 45 [60].

Sy phan b theo do tudi cua HPV ¢ thé giai thich do ty 1& nhiém HPV
dat dinh cao nhit trong ba nim dau sau khi hoat dong tinh duc, chiém khoang
50% tong sé trudng hop nhiém méi [60]. Dong thoi, su thay d6i vé moi
truong pH 4m dao theo d6 tudi vira 1a hau qua, vira 13 nguyén nhan lién quan
t6i nguy co nhiém céc bénh lay truyén qua dudng tinh dyc va sy nhiém dai
dang HPV duong sinh dyc. Binh thuong, trang thai pH acid < 4,5 ctia 4m dao
ludn duoc duy tri bai vi khuan Lactobaccilus spp. tong hop acid lactic tir qua
trinh thodi héa glucose du trir dudi dang glycogen trong cac té bao niém mac am
dao theo con duong dudng phan yém khi. G méi truong pH acid, am dao giam
nguy co nhidm cac bénh lay truyén qua duong tinh duc. Khi duong sinh duc bi
viém nhigm bai cac tac nhan khac s& 1am giam qua trinh tong hop acid lactic,
giam vai tro bao vé cua Lactobaccilus spp.. Theo két qua nghién ciru cia Trung
tdm nghién ctu dich t& hoc ung thu Hoa Ky, ty 1é nhiém HPV c6 lién quan chat
ché véi tinh trang ting pH 4m dao & nhom phu nir duéi 25 tudi [60].

Mic du yéu tdé hormone trong co ché lay nhiém HPV ciing nhu trong
qué trinh phét trién UTCTC chwa dugc ching minh hoan toan, nhung mot s6
nghién ciru chi ra rang c6 sy tang ty 1& nhidm HPV & nhitng nguoi sir dung
thudc tranh thai. Nong do hormon sinh duc thay d6i theo lta tudi anh huong

t6i mac do hoat dong cua cac receptor estrogen trén té bao biéu mé vay cb tir
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cung ciing 14 yéu td anh huong toi nguy co nhiém HPV. Khi ndng d6 hormon
estrogen ting, cac receptor estrogen t& bao biéu mé vay co tir cung & trang
thai hoat dong manh mé dic biét ¢ 16p té bao day, 16p té bao xam nhiém cua
HPV, tao diéu kién thuan lgi cho gen E2 HPV gan véi céc receptor gitip HPV
dé dang x&m nhap va ting sinh. O nhitng phu nit tudi tré dudi 25 hoic nhitng
phu nit str dung thudc tranh thai duong udng trén 6 nam, ndong d6 hormon sinh
duc ting cao 1 co hoi thuan loi nhat cho qué trinh xam nhiém cua HPV [69].
Estrogen c6 thé c6 vai trd tac dong trong qua trinh chuyén déi té bao sing
hinh tru thanh t& bao ving ¢b tr cung ngoai ciing nhu hinh thanh cac ving
bién d6i. Hon nita, trong 1/3 cac trudng hop UTCTC xuat hién ting enzym
aromatase, enzym c6 chic nang chuyén androgen thanh estrogen. Chit tc ché
ung thu BRCA1 c¢6 chirc nang giam tac dong giai ma do estrogen gay nén. E6
va E7 tac dong truc tiép vao BRCAL va trung hoa hoat dong &rc ché cua chit
Grc ché nay [70].

Nhitng nghién ciu dich t& hoc vé HPV d4 phat hién rat som su lién
quan gitta HPV va do tudi, ty 1é nhiém HPV cao hon ¢ nhitng phu nit tré tudi
sau d6 giam dan theo sy ting 1én cua do tudi tuy nhién, ty 1& nhiém dai dang
HPV lai cao hon & nhitng phu nit 16n tudi va c6 hién twong nhiém HPV ting
cao tro lai & do tudi 50. Bidu nay thé giai thich do sy suy giam vé dap ung
mién dich va su thay d6i noi tiét t5 cua thoi ky tién man kinh. Hon nita, su
thay d6i trong hanh vi tinh duc caa phu nir d6 tudi nay ciing nhu su ting vé s6
luong ban tinh caa ho trong do tudi trung nién ciing c6 thé 1a nguyén nhan
gay ting ty 1 nhidm HPV [71].

Phan tich méi lién quan giira lta tudi va tinh trang nhiém HPV trén dbi
turong gai mai dam tai Hai Phong cho thay, yéu t6 lia tudi c6 lién quan chit
ché véi tinh trang nhiém HPV va ty 1é nhiém HPV c¢6 dinh cao nhat ¢ lira tudi

du6i 25, cao gap khoang 2 1an so véi ty 1 nhiém HPV & lra tudi trén 25. Nhur
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vay, ty 1é nhiém HPV trén dbi tuong gai mai dam tai Hai Phong phan bé theo
ltra tudi trong dong nhu & cac khu vuc khac trén thé gigi.

Theo két qua phan tich don bién, tinh trang hén nhan caa dbi twong géi
mai dam trong nghién ctu ciing lién quan c6 y nghia dén tinh trang nhiém
HPV. Tuy nhién, khi phan tich héi quy da bién kiém dinh tac dong cua tinh
trang hdn nhan téi nguy co nhiém HPV chiing to tinh trang hon nhan 1a yéu t6
tac dong phu thudc. Pa sb gai mai dam c6 tinh trang hon nhan doc than (chua
két hdn hoidc két hon nhung d4 li di, li than, goa chdng), chi c6 12,9% gai mai
dam van dang chung séng ctng chong hoic ban tinh. Nhitng d6i tuong gai
mai dam chua két hon c6 nguy co nhiém HPV cao gap 1,8 1an so véi nhiing
d6i twong gai mai dam da két hon hoic dang chung sbng véi ban tinh. Biéu
nay c6 thé lién quan téi sé lugng ban tinh cua gai mai dam chwa két hdn cao
hon so voi di twong gai mai dam khac.

HGt thube 14 duoc bdo co 1a yéu td nguy co tac dong dén nguy co
nhiém HPV va qua trinh hinh thanh UTCTC [72]. Theo két qua nghién ctu
ctia Gunnell va cong sy, hat thudc 14 c6 tac dung hiép dong véi HPV 16 trong su
tién trién UTCTC, nguy co UTCTC ciia ngudi nhiém HPV 16 c6 hat thudc 14
cao gap 27 lan so véi ngudi nhiém HPV 16 nhung khong hut thube 14 [72], [73].

Chét cotinine va nicotine trong thudc 14 c6 thé gay hoat hoa
nitrosamine, 1am dut gdy DNA va lam giam dap (rng mién dich tai biéu md c6
tir cung dac biét e ché qua trinh dap ung mién dich théng qua Th2, tao diéu
kién cho HPV ¢ thé ton tai dai dang trong 16p biéu mé gay bién ddi té bao.
Pang thoi, thudc 14 con cé vai trd tac dong thic ddy qua trinh tién trién dang
tién ung thu théng qua sw mat can bang giita cac cytokine Thl va Th2 gay
kich thich tong hop interleukin 10 va giam nong d6 IFN-o, IFN-y, ddy 1a hai
yéu té hoat tir u c6 tac dung tiéu diét t& bao UTCTC [73].
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Trong tong s6 479 gai mai dam tham gia nghién cau c6 146 gai mai
dam hat thude 14 va 88 gai mai dam co tiém chich ma tiy, nhu vay ty 1& hat
thudc 14 va tiém chich ma tdy trén gai mai dam tai Hai Phong 1a 30,5% va
18,4%. Két qua phan tich méi lién quan vé nguy co nhiém HPV trén ddi
twong gai mai dam trong nghién ciu (Bang 3.1) cho thay tinh trang hat thude
l4 c6 mdi lién quan rat chat ché véi nguy co nhiém HPV, tuy nhién, ddi tuong
khong hat thudc 14 lai c6 nguy co nhiém HPV cao gap 2,1 lan so véi ddi
trong ¢6 hat thude 1a. Két qua nghién ctru nay dudng nhu nguoc lai véi két
qua nghién ctru vé nguy co nhiém HPV trong d6i twong cong ddng dan cu ni
cuia cac nghién ciru truge. Dé giai thich cho két qua nay, nhém nghién ciru goi
y toi nguy@n nhan do sy sut giam sé lwong ban tinh cia d6i twong gai mai
dam hat thudc 14 so voi ddi teong gai mai dam khong hat thude 14. Tuy nhién,
han ché cua nghién ctru 1a chwa thu thap dugc chinh xéac sé lwgng ban tinh cua
gai mai dam trong phiéu phéng vén, do d6, chua c6 sd liéu cu thé dé so sanh
sb lwong ban tinh gitra nhém gai mai dam hat thude 14 va nhém géi mai dam
khong hat thudc 14.
4.1.2.2. Méi lién quan ciia tién sie san phu khoa dén ty 1¢ nhiém HPV ¢ gai

mgi dam tei Hdi Phong

Theo két qua nghién cau dich té hoc, ty 1& nhidm mai HPV ¢ phu nit tré
chiém khoang 20-50% trong 3 dén 4 nim dau sau hoat dong tinh duc dau tién
[74]. Tinh trang quan hé tinh duc sém khong chi cé nguy co nhiém HPV ma
con ¢6 nguy co déng nhiém cac bénh khac lay truyén qua duong tinh duc, dic
biét la HIV va C.trachomatis.

Tudi bt dau quan hé tinh duc khac nhau giira cac khu vuc. O cac nuée
phét trién, tudi quan hé tinh duc lan dau tién dang c6 xu hudng giam dan va ¢
cac nudc dang phat trién, tudi bat dau quan hé tinh duc thuong duy tri trong
khoang 15 dén 24 tudi [75]. Xu huéng ting ty 1& nhiém HPV theo su tré hoa cua
do6 tudi 12 mot goi y quan trong trong ké hoach trién khai véc xin phong bénh.
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Két qua bang 3.2 thé hién mot ty 18 khdng nho gai mai dam co hoat
dong tinh duc truge 18 tudi (33,6%) va ty 1é nhidm HPV & nhom ddi tuong
nay 1a 44,7%. Tuy nhién, két qua phan tich don bién va da bién danh gia tac
dong caa tudi quan hé tinh duc dau tién voi ty 1& nhiém HPV trong nghién
cru nay chua thy su lién quan c6 y nghia thong ké. Nhu vay, khong co su
khac biét vé& nguy co nhiém HPV gitta nhém ddi twong gai mai dam tai Hai
Phong quan hé tinh duc sém trude 18 tudi va quan hé tinh duc sau 18 tudi.

Pa sb ddi twong gai mai dam trong nghién ciru déu cé tién sir mang
thai. Nhom d6i twong gai mai ddm chua mang thai chiém ty 1¢ thip (28,0%)
nhung 14 nhom dbi twong c6 nguy co nhidm HPV cao gap 1,6 1an so véi nhém
gai mai dam da co tién sir mang thai. Két qua phan tich don bién ¢ y nghia
thdng ké voi p=0,031. Theo cac két qua cdng bd trude day danh gia ty 16
nhiém HPV trén nhom dan cu nit ¢ tién sir thai nghén, phu nir d4 c6 tién st
mang thai cd ty I¢ nhiém HPV cao hon so véi nhém phu nir chua mang thai
va ty 1& nhidm HPV cao nhit ¢ 3 thang cubi cua thai ky [76]. Nhu vay, nguy
co nhim HPV trén dbi twong gai mai dam da mang thai cd su khac biét rd rét
v6i nhdm thai phu trong cong dong dan cu, ¢d I& do kha ning hoat dong tinh
duc va sb luong ban tinh cia gai mai dam khi mang thai giam hon so véi
nhém gai mai ddm khéng mang thai.

Trong nhdm gai mai dam tham gia nghién ctru, cé toi 14,6% gai mai
dam khdng s dung bat ky mot bién phap tranh thai nao va 62,2% gai mai
dam ap dung bién phép tranh thai bang bao cao su trong do, chi c6 37,5% sur
dung bao cao su thuong xuyén (Bang 3.2). Nhu vay, da s6 ddi tuong gai mai
dam tai Hai Phong c¢6 hanh vi tinh duc khong an toan va la nguon mang,
ngudn lay truyén cac bénh lay truyén qua duong tinh duc, bao gém ca HPV.
Viéc tuyén truyén xa hoi hoc va cac chuong trinh giam sét trong diém cho
nhom ddi twong gai mai dam 13 hanh dong can thiét nham kiém soat tinh trang

tang cac bénh lay truyén qua dudng tinh duc trong cong dong.
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Viéc sir dung bao cao su cho céc hanh vi tinh dyc an toan 1a yéu té gop
phan giam nguy co lay nhiém HPV. Céc hanh vi tinh duc ddng gigi 1a mot
trong nhitng nguyén nhan 1am ting kha ning 1ay nhidm cac bénh lay truyén
tinh dyc, dic biét 1a 1ay nhiém HIV va HPV [77].

So sanh vai két qua nghién ctru vé tin xuat s dung bao cao su thuong
Xuyén cua d6i twong gai mai dam tai Hai Phong véi tan xuat st dung bao cao
su cua dbi twgng gai mai dam tai mot sé qudc gia 1an can nhu Hong Koéng,
Philippine va Indonesia cho thay, viéc 4p dung bién phép tinh duc an toan s
dung bao cao su cua gai mai dam tai Hai Phong twong dong vai gai mai dam
tai Indonesia (16 - 38%) nhung thip hon rd rét so v6i gai mai dam Hong
Kong (95%), Philippine (63,2%) [ 77], [78, [79].
4.1.2.3. Méi lién quan cia cac bénh 1ay truyén qua dwong tinh duc dén ty 1é

nhiém HPV ¢ gai mgi dam tgi Hdi Phong

Theo T6 chiic Y té thé gigi WHO vé chuong trinh gidm sét cac bénh
lay truyén qua duodng tinh duc ¢ gai mai dam nam 2012, nhim tring qua
duong tinh duc 1a nhitng bénh nhiém tring lay truyén tir ngudi sang nguoi
thong qua hoat dong tinh duc. Tac nhan lay truyén qua duong tinh duc rit da
dang, co thé 1a vi khuan, vi rut, ném...trong do6 cac tac nhan nhu HIV, HPV,
HBV, N. gonorrhoeae va C.trachomatis 1a nhirng tac nhan thuong gap nhat,
dac biét ¢ nhirng nguoi ¢d hanh vi tinh duc “nguy co cao” [20], [80].

Theo WHO va UNAIDS, dén nim 2008, trén toan thé giéi dd c6
khoang 498,9 tri¢u nguoi nhiém T.vaginalis, N. gonorrhoeae, C.trachomatis,
Syphilis, khoang 40,3 triéu ngudi nhiém HIV va khoang 25 triéu bénh nhan tir
vong do AIDS. HIV/AIDS hién dang xép hang thir 3 trong cac nguyén nhan
gay tir vong (chiém 7,5%) ¢ cac nudc dang phat trién [80], [81]. Trong d6, Pong
Au va Pong Nam A 13 hai khu vuc c6 ty Ié lay nhiém HIV cao théng qua con

duong tiém chich ma tly. Viét Nam hién dang duoc xép vao danh sach cac nuéc
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cd ty 1& nhidm HIV cao trén thé gigi ciing nhu trong khu vuc. Theo Bo Y té Viét
Nam, nuéc ta ¢ s6 lugng ngudi nhiém HIV cao thir 6 & Chau A [82].

Céc nhiém trung qua duong tinh dyc du c6 hay khong c6 ton thuong
duong sinh duc ciing 13 nguy co cho su lay truyén HIV, do d6 viéc quan ly
cac bénh lay truyén qua dudng tinh duc 1a mot mat xich quan trong trong
cdng tac phong chéng HIV/AIDS dic biét trén cac ddi twong ddi tuong
tiém chich ma tdy va gai mai dam, nhoém dbi twong gop phan khdng nho
lam 14y lan dai dich HIV/AIDS ciing nhu 1am tang ty 1& cac bénh lay truyén
qua duong tinh duc.

HPV va HIV Ia hai tac nhan lay truyén qua dudng tinh duc phé bién va
la ganh nang bénh tat trén toan thé giodi, dic biét o nhimg nudc dang phat
trién, noi c6 ty 1& nhiém HIV cao va kha ning bao phu cua vic xin phong
chéng HPV con kém hiéu qua. Su két hop cua hai tic nhan nay da dua ra
nhitng thach thae 1on trong cdng tac bao vé sirc khoe cong dong.

HPV c6 thé duoc phét hién ¢ 10 - 40% phu nir khdng cé bat thuong vé
té bao cb tr cung va da sé cac truong hop chi nhidm HPV thoang qua trong
mot thoi gian ngan, vi dap tng mién dich caa co thé ¢ thé nhanh chong loai
bo hoan toan HPV trong 6 thang dau sau nhigm, 91% trudng hop loai bé hoan
toan HPV trong nim dau tién va 70% trong nim thir hai. Khoang 10% HPV
thoat khoi dap tng mién dich cua co thé chu, ton tai dai ding dén do tudi
trung nién nhung 1a nguyén nhan gy bién doi té bao, hinh thanh cac khéi u &c
tinh. Tuy nhién, ¢ nhitng bénh nhan c¢6 ddng nhiém HIV thi tinh trang suy
giam mién dich do HIV gay ra s& 1a co hoi thuan loi cho HPV xa&m nhap va
ton tai dai dang. Cac dap (ng mién dich dich thé (IgA, IgG) va dap tng mién
dich qua trung gian té bao thai loai HPV giam tram trong ¢ giai doan HIV
nhiém méi. Pac biét sy suy giam mién dich s& ning né hon & nhitng bénh
nhan hat thude 14 [83]
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Panh gia mdi lién quan giira tinh trang nhiém HPV va HIV tai Viét
Nam, tac gia Nguyén Vuong va cong su [36] phan tich 3 van dé can cha y d6
a: (1) Tai Viét Nam, sb truong hop tir vong do HIV/AIDS thap hon rat nhiéu
S0 Vi sb trudng hop tir vong do HPV. Theo Cuc phong chéng AIDS B3 Y t8,
tinh dén 30.11.2013, toan qudc da c6 216.254 ngudi nhiém HIV va mdi nam
c6 khoang 663 truong hop tir vong do AIDS [82]. Chi tinh rieng UTCTC, moi
nam Viét Nam c6 khoang 6000 ca nhiém méi va tir vong khoang 3000 truong
hop [1]; (2) HPV ciing 1a bénh lay truyén qua duong tinh dyc nhu HIV va la
nguyén nhan cua nhiéu bénh ly &c tinh nhung su quan tm vé HPV con chua
nhiéu, do d6 cac chién lugc phong chéng HPV chua dat hiéu qua cao; (3) HIV
c6 thé phong tranh 1y nhidm nhung chua c6 thude diéu tri dic hiéu triét dé.
Nguoc lai, cac bénh &c tinh do HPV c¢6 thé diéu tri hiéu qua, khoi hoan toan
néu duoc chan doan, phat hién sém. Véi nhiing y nghia trén, viéc danh gia vé
tAm quan trong va tinh da dang cua bénh Iy hoc HPV tai Viét Nam can duoc
dac biét quan tam hon [36].

Két qua bang 3.3 khao sat ty I& nhiém cac bénh lay truyén qua dudng
tinh duc cho thay 30,3% gai mai dam tai Hai Phong nhidm it nhat 1 bénh lay
truyén qua duong tinh dyc. Ty Ié nhiém HIV duoc xac dinh ¢ 9,8% truong
hop va da sb trudng hop nhiém HIV c6 déng nhiém HPV (80,9%). Két qua
phan tich don bién va phan tich hdi quy da bién ham Stepwise (Bang 3.3 va
Bang 3.4) chung to tinh trang nhiém HPV lién quan chat ché véi tinh trang
nhiém HIV va HIV 1a yéu té tac dong doc 1ap t6i nguy co nhiém HPV. C6 su
khéac biét rd rét vé ty 1 nhiém HPV trén nhém nhidm va khdng nhiém HIV,
trong d6 nhom gai mai dam nhidm HIV c¢6 nguy co nhiém HPV cao gap 7,9
lan (p<0,0001).

Theo UNAIDS, ty & nhiém HIV ¢ d6i twong gai mai dam tai Viét Nam
la 5,6% (nim 2005) va 7,2% (ndm 2006). Tinh trang nhiém HIV trén d6i
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tuwong gai mai dam tai Viét Nam chu yéu giap ¢ d6i twong gai mai dam c6 tiém
chich ma tay, c6 khoang 30% gai mai dam thuong xuyén tiém chich ma tay
[84], [ 85]. Nhu vay, ty I¢é tiém chich ma tly ¢ gai mai dam tai Hai Phong
(18,4% - Bang 3.1.) thap hon so véi ty Ié tiém chich ma tdy cua gai mai dam
trén toan qudc nhung ty 1& nhidm HIV trén d6i twong gai mai dam tai Hai
Phong (9,8%) cao hon so véi két qua bao cdo trén. Didu nay cd y nghia goi V,
duong lay truyén HIV & di twong gai mai dam tai Hai Phong khong don
thudn qua dudng tiém chich ma tdy ma lay truyén cha yéu qua hanh vi tinh

duc khéng an toan, khdng st dung bao cao su thuong xuyén.

Cung vai HIV, C.trachomatis cling la mét trong nhitng tdc nhan lay
truyén qua duong tinh duc phé bién va dugc danh gid 1a yéu té dong nhiém
trong con duong lay truyén HPV. Ty Ié nhiém C.trachomatis trén d6i tuong gai
mai dam tai Hai Phong la 5,4%, thép hon so véi ty 1é nhiém C.trachomatis trén
d6i twong gai mai dam & mot sd nudc trén thé gidi nhu Han Quéc (12,8%),
tinh Van Nam Trung Quéc (26,0%), Philippine (28,0%) va Nhat Ban (13,0%)
nhung c6 t6i 73,1% gai mai dam tai Hai Phong dong nhidm HPV va
C.trachomatis [77], [78], [79], [86]. Méi lién quan chit ché cua C.trachomatis
va HPV trong nghién ciru ndy ciing twong dong véi cac két qua nghién ciu da
cong bd truge, nhém gai mai dam nhiém C.trachomatis ¢ nguy co nhiém HPV
cao gap 2,7 lan so véi nhém khdng nhidm, sy khéc biét c6 y nghia théng ké voi
p=0,027 (Bang 3.3), tuy nhién két qua phan tich da bién & bang 3.4 cho thiy

C.trachomatis la khdng phai yéu t6 tac dong doc lap toi nguy co nhiém HPV.

Ty 1& nhiém N.gonorrhoeae dugc xac dinh trén 1,5% ddi twong gai mai
dam tai Hai Phong, két qua nay twong dong véi ty 1& nhiém N.gonorrhoeae
trén d6i twong gai mai dam tai Hong Kong 1a 1,8% nhung thip hon 8 rét so
v6i d6i trong gai mai dam tai Indonesia (15,8 — 43,9%) va Nhat Ban (4,1%)
[42], [78], [87]. Miac du N.gonorrhoeae va C.trachomatis déu la vi khuan
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Gram am lay truyén qua duong tinh duc nhung nguy co nhiém HPV khong c6
su khéc biét gitra nhom nhiém va nhém khong nhiém N.gonorrhoeae. Cac
nghién ctru trude danh gia mdi lién quan gitra HPV va N.gonorrhoeae ciing
cho két qua twong tu [42], [78]. Su khéc biét vé nguy co gdy nhiém HPV cua
N.gonorrhoeae va C.trachomatis c6 thé do su khéc biét vé cu tric sinh hoc
cua hai loai vi khuan nay. C.trachomatis 12 vi khuan Gram am nhung c6 chu
trinh séng lai twong ty nhu vi rat, khong c6 kha ning tu tong hop ATP va
hoan toan phu thudc vao chu trinh séng cua té bao chi. Nguoc lai, song cau
khuan Gram am N.gonorrhoeae c6 thé tu tong hgp ATP cho hoat dong sbng,

hoan toan doc 1ap va khdng phu thudc té bao.

Theo bao céo théng ké cia WHO, mdi nam trén thé gidi cd khoang
520.000 ngudi nhidm va gan mat triéu ca tr vong do HBV, khoang 200 triéu
truong hop nhidm HCV va 1a nguyén nhan cua 50 dén 75% ung thu biéu mo
té bao gan, bénh dirng hang thir sdu vé ti 1¢ tir vong do ung thu. Ty 18 luu
hanh HBsAg toan cau chia lam 3 nhém: nhom cac nuéc ¢6 ty 1& nhiém cao
(>8%); nhom cac nudc ¢d ty 1é nhiém trung binh (2-7%) va nhém cac nuéc o
ty 1& nhiém thap (< 2%). Viét Nam 1a mot trong nhitng nuéc ¢6 ty 1é nhidém
HBV cao nhat thé gigi (15%-20%) véi khoang 10 -14 triéu ngudi nhidm [80].
Nhu vay, ty 1& nhiém HBV trén dbi twong gai mai dam tai Hai Phong trong
nghién ctu nay (6,9%) thap hon so vdi ty 1& nhidm HBV trén ddi twong gai
mai dam d& cong b trude day. Theo Nguyén Hung Cudng va cong su, ty 16
nhiém HBV trén d6i twong gai mai dam khong nhiém HIV 1a 12,3% va trén
dbi twong gai mai dam nhiém HIV 1a 51,6% [89].

Theo két qua bang 3.3, tinh trang nhiém HCV trén ddi twong gai mai
dam tai Hai Phong chiém ty 1& cao nhit (14,6%). Két qua bao céo trong
nghién ctu nay thap hon két qua nghién ctru cia mot sb tac gia khac: Linda
va Cs béo cho nam 2012 vé ty 18 nhidm HCV & Hai Phong, Ha Noi, Pa Ning,
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Khanh Hoa va Can Tho cho thiy ty I& nhiém HCV trén d6i twong tiém chich
ma tdy va gai mai dam l1a 32,15%; caa Dorothy va cong su vé ty 1& nhidém
HCV tai Philippine 14 28,11%; Tatjana va cong su bao céo ty 1¢ nhiém HCV
trén nhom ddi tuong "nguy co cao" tai Croatia la 73,1% [90], [91], [92]. Tuy
nhién, khi danh gia méi lién quan giita tinh trang nhiém HCV, HBV véi nguy
co nhiém HPV khong thiy su khac biét théng ké gitta nhém nhiém va nhém

khong nhiém.

Su khac biét vé ty 18 nhigm HCV do su phan bé vé ty 18 tiém chich ma
tay khac nhau & cac khu vuc dia ly. Nhirng nghién ctu trude day dé chi ra su
lay nhiém nhanh chéng HCV trén ddi twong tiém chich ma tay, dac biét ngay
sau nhitng lan tiém chich dau tién, hon 90% d6i tuwong tiém chich ma tay
nhiém HCV man tinh. Tinh trang nhiém dai ding HCV trén nhém ddi twong
nay 1a ngudn lay truyén chinh HCV trong cong dong [90], [93].

4.2. Sw phan bd genotype HPV & g&i mai dam tai Hai Phong
4.2.1. Xac dinh genotype HPV bing phuwong phiap DNA microarray va
phwong phap giai trinh tw sau tach dong
4.2.1.1. Xdc dinh genotype HPV béing phwong phdp DNA microarray

Co6 rat nhiéu loai kit dua trén cac phuwong phap khac nhau dugc ung
dung dé phat hién DNA HPV va xac dinh genotype HPV. Tuy nhién, d6 nhay
va do dic hiéu caa ting loai kit khéng gidng nhau, day 1a mét trong nhing
nguyén nhan dan dén cac két qua khac nhau vé ty 1& nhiém va sy phan b
genotype HPV gitra cac khu vuc [94]. Vi vay, viéc lua chon kit sir dung trong
nghién ctiu ciing 14 van dé can duoc quan tam.

Cung véi su phat trién cua khoa hoc cong nghé, ky thuat sinh hoc phan
tir hién dang 1a phuong phap hitu hiéu trong chan doan tng dung, trong do
cong nghé su dung DNA chip (phuong phap DNA microarray) hién dang la
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phuong phap tién tién dwoc ¢ng dung hiéu qua nhat. Phuong phap DNA
microarray tng dung trong xac dinh genotype HPV khdng chi co gia tri cao
trong viéc phét hién ddng thai mot sb lwgng 16n genotype HPV riéng biét ma
con c6 kha nang phat hién da nhiém cac genotype HPV véi do nhay cua Ky
thuat dat 94,9% [95]. Hon nita, DNA microarray con dugc st dung nham
danh gia nhitng thay ddi trong mtc do biéu hién gen nhu cac biéu hién don,
da hinh théai hoic cac trinh tu dot bién trén gen. Theo két qua cua tac gia Jones
nghién ctu so sanh gitra phuong phap DNA microarray vdi phuong phap lai
bat gitt 2 va véi phuwong phap PCR enzym mién dich s dung moi
GP5+/GP6+ cho thiy phuong phap DNA microarray c6 do nhay va do dic
hiéu cao hon so vai hai phuong phap trén [96].

Trong nghién ctu nay, chang tdi lua chon GeneSquare assay Kit
(Kurabo, Osaka, Japan) dé xac dinh genotype HPV dua trén ky thuat DNA
microarray. Chat lwgng cua GeneSquare assay Kit dd dwoc kiém tra va so
sanh véi hai loai kit phd bién khac nhu Digene Hybrid Capture II Assay
(Valencia, CA) va Roche Linear Array HPV Genotyping Assay (Indianapolis,
IN). Theo béo cao cua tac gia Ermel va cong su nam 2010, GeneSquare assay
Kit c6 d6 nhay va d6 dic hiéu twong déng véi Roche Linear Array HPV
Genotyping Assay, nhung cao hon so véi Digene Hybrid Capture Il Assay.
Tuy nhién, khi so sanh két qua xac dinh genotype cua Linear Array HPV
Genotyping Assay va GeneSquare assay cho thdy, Linear Array HPV
Genotyping Assay ¢ thé xac dinh thiéu mot sé genotype ma GeneSquare
assay cO thé phét hién dugc. Nguyén nhan 1a do moi Linear Array HPV
Genotyping Assay khong thé khuéch dai doan L1 HPV da bj mat hoic dat
gdy trong khi d6, mdi sir dung trong GeneSquare assay Kit dugc thiét ké dic
hiéu khong c6 doan tring lap ¢ ving khuéch dai, thay d6i tir 130 - 492 bp tly

theo tirng genotype. Hon nita, GeneSquare assay Kit con co0 kha nang phat
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hién HPV genotype 52 cao hon so véi Roche Linear Array HPV Genotyping
Assay. Thoi gian va cach tién hanh cua loai kit ching tdi lya chon si dung
trong nghién ctru ngdn va dé dang hon so véi c4c loai kit khac [97].

Tién hanh lva chon DNA tong s6 sau tach chiét tir nhitng mau da xac
dinh HPV DNA dwong tinh (dwoc phét hién bang phan ang PCR sir dung cap
modi GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+ modified) dé xac dinh genotype
HPV bing GeneSquare assay Kit. Quy trinh tién hanh theo dung huéng dan
cia hing san xuét kit. Két qua xac dinh genotype HPV bing GeneSquare
assay Kit trén may scan cho hinh anh huynh quang rd rang, sic nét va khong
c6 hién twong lai chéo giita cac giéng (Hinh 3.3. va 3.4.). Két qua nay phan
anh quy trinh tién hanh xac dinh genotype HPV d4 dat chat luong tét.

Trong tong s6 246 mau HPV DNA dwong tinh khi phat hién bang phan
rng PCR ¢6 str dung cap mdi GP5+/GP6+ original va 245 mau HPV DNA
duong tinh khi phat hién bang phan @ng PCR c6 st dung cip moi
GP5+/GP6+ modified, chung t6i d& xac dinh duoc genotype HPV cua 229
mau (93,1%) va 17 mau khong xac dinh duoc genotype HPV. Nhitng mau
khong xé4c dinh duoc genotype HPV bing GeneSquare assay Kit dugc tiép tuc
xac dinh genotype bang phwong phap giai trinh tu gen sau tach dong.

Theo két qua nghién ciru cua nhom tac gia Albrecht, kha niang xac dinh
genotype HPV trén 57 mau mé UTCTC da xéac dinh HPV DNA duong tinh
v6i mdi GPMYO09/GPMY11 bing phuong phiap DNA microarray (Corning®
UltraGAPS™ Coated Slides Kit) 1a 93.0%. Nhu vay, khi so sanh kha ning
xac dinh genotype HPV bing phwong phiap DNA microarray tir nhitng mau
HPV DNA duong tinh v6i moi GP5+/GP6+ original va moi GP5+/GP6+
modified cia GeneSquare assay Kit sir dung trong nghién ctru ctaa ching toi

twrong dong véi két qua nghién ctru cua nhom tac gia trén.
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4.1.2.2. Xdc dinh genotype HPV bang phwrong phdp gidi trinh te sau tach dong

Pé tién hanh xac dinh genotype HPV tir nhitng mau c6 HPV DNA
duong tinh voi mdi GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+ modified nhung
chua xéac dinh dugc genotype bang ky thuat DNA micoroarray, ching toi tién
hanh dong héa san pham PCR véi muc dich ting s luong DNA tir san pham
PCR va dé chon loc nhitng san pham DNA dich dam bao chit luong. Sau
dong hoa, nhitng DNA plasmid tinh sach s& dwoc chon loc dé xac dinh trinh

tu nucleotide.

Trong mét sé nghién ctru trude, genotype HPV thudng duge xac dinh
bang phuong phap lai truc tiép véi cac mau do oligonucleotid dic hiéu hozc
bang phuwong phap giai trinh ty tryc tiép san pham khuéch dai DNA HPV sau
phan tng PCR. Mac du, nhiing phuong phap nay tién hanh nhanh chéng,
thuan tién nhung han ché trong viéc nhan dinh va phan tich két qua xac dinh
genotype HPV. Phuong phép giai trinh ty gen truc tiép s& han ché xac dinh
truong hop da nhiém genotype HPV va phuong phap lai tryc tiép chi xac dinh
duoc mot s6 luong han ché cic genotype HPV d4 duwoc gan sin
oligonucleotid. Hon nita, phuong phép lai truc tiép con cd thé xay ra hién
tuong lai chéo gitra cac mau do oligonucleotid véi cac san pham DNA HPV
dut gdy hoic khuéch dai khong dic hiéu [98]. Nguogc lai, phuong phéap giai
trinh tu gen sau tach dong khdng chi xac dinh duwoc cdc mau da nhiém

genotype ma con x&c dinh riéng biét tirng genotype HPV.

Trinh tu nucleotide trong mau nghién ctu caa ching toi dugc xac dinh
rd rang, khdng c6 hién tuong chdng lap cac nucleotide. Khi so sanh nhitng
trinh ty thu duoc véi trinh tu gen L1 trén Ngan hang gen Qudc té nham xac
dinh genotype HPV, ching tdi nhan thiy cac genotype HPV trong mau

nghién ctru cua ching t6i c6 d6 twong dong cao vai céc trinh ty d4 cong bd.



106

Trén téng sé 17 mau giai trinh ty nucleotide sau tach dong, ching toi
xac dinh dugc 7 genotype HPV khac nhau khac nhau cia 16 mau va 1 mau da
x4c dinh dugce trinh tu doan gen 140 bp khuéch dai bang phan ung PCR sir
dung mdi GP5+/GP6+ original khong phai la HPV DNA. Vi két qua nay, c6
thé nhan xét rang, moi GP5+/GP6+ original vd GP5+/GP6+ modified ma
chung toi sir dung trong nghién ciru c6 d6 nhay va d6 dac hiéu cao. Tuy
nhién, mdi GP5+/GP6+ original c6 thé gay bét cip nham va viéc st dung mdi
GP5+/GP6+ modified bé xung nham xac dinh ty 1& nhidm HPV trong nghién

ctu la hop ly.

Theo tac gia de Roda Husman, méi GP5+/GP6+ original duoc sir dung
trong nghién ctru nay c6 d6 nhay rat cao, cd kha ning phat hién duogc it nhat
27 genotype HPV khac nhau va da dugc xac dinh 1a cap mdi c¢d kha ning
khuéch dai 100% DNA HPV dich trén bénh nhan UTCTC [59]. Do do, c6 thé
sir dung moi GP5+/GP6+ original trong sang loc DNA HPV. Tuy nhién, khi
so sanh d6 nhay va do dac hiéu caa GP5+/GP6+ original véi ky thuat danh
dau phéng xa mau do phat hién HPV bing ky thuat ELISA cho thay phan &ng
PCR sir dung mdi GP5+/GP6+ original c6 d6 nhay cao nhung san pham PCR
d6i khi c6 xuat hién san pham phy va han ché kha niang phat hién mot sé
genotype HPV khac nhu HPV-39 va HPV-52 [59].

Pé khic phuc nhuoc diém cua mdi GP5+/GP6+ original, nhom nghién
ctiru ching tdi tién hanh thiét ké mdi GP5+/GP6+ modified dua trén trinh tu
nucleotide mdi GP5+/GP6+ original nham khuéch dai 140 bp cua DNA dich
nam trén ving gen L1, viing gen bao t6n va 6n dinh nhét trong bo gen caa HPV.
Mdi GP5+/GP6+ modifile gdbm 3 cip mdi khac nhau duoc danh dau gom
GP5+M1-2; GP5+M2-2; GP5+M3-2 va GP6+M1-2; GP6+M2-2; GP6+Ma3.

Chiéu dai va trinh tu cac nucleotide moi duoc trinh bay cu thé trong bang 2.1.
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chuong 2. Bdng thoi, do dac hiéu cua mdi GP5+/GP6+ original va GP5+/GP6+
modified d& dwoc nhom nghién ciru cdng bd nam 2009 bai tac gia Miyashita [17].

100% cac genotype HPV duoc phét hién bang phuong phéap giai trinh
ti sau tach dong 1a cac genotype HPV “nguy co thap” hodc “chua xac dinh
nguy co” khong co trinh tu oligonucleotide trén mau do cua Kit GeneSquare
HPV Typing DNA microarray. Trinh tu oligonucleotide gan trén mau do chi
gom nhitng trinh tw DNA b xung voi doan gen L1 HPV cua 15 genotype
“nguy co cao” va 8 genotype “nguy co thdp” thudng gap nhat. Nhu vay,
phuong phap giai trinh tu gen sir dung trong nghién ctu la phuong phap thich
hop nham xac dinh bd xung cac genotype HPV chua co oligonucleotide lai
trén mau do va gilp phat hién céc bién thé mai cua genotype.
4.2.2. Sw phan bé va tinh trang don da nhiém genotype HPV
4.2.2.1. Sw phan bé genotype HPV

HPV la mot trong nhiing vi rGt ¢d nhiéu genotype nhit véi khoang 200
genotype khac nhau duoc biét dén nhung méi xac dinh trinh tu cua khoang
100 genotype, trong d6 c6 khoang 40 genotype c6 thé lay truyén qua duong
tinh duc. HPV 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35 la tdm type “nguy co cao” thuong
gap nhat chiém tdi 90% cac trudng hop UTCTC, riéng HPV 16 va HPV 18 dé
gap & 70% truong hop [16], [60]. Trong tong sé 291 triéu phu nir trén toan thé
gidi nhiém HPV, c6 khoang 105 triéu truong hop nhiém type HPV “nguy co
cao” 16, 18 [16].

Hién nay, vic xin dic hiéu type 16, 18 dd gop phan dang ké trong cong
tac phong chéng ganh ning bénh tat do UTCTC gay ra cho cong dong. Tuy
nhién, kha ning bao vé chéo gitra cac type HPV cua vac xin rat thap, duéi 1%
trong khi d6, sy phan bd genotype HPV thay d6i theo ting ving dia Iy va sic
toc khac nhau do c6 sy twong tac giira cac type va cac bién thé véi dap ung
mién dich trong té bao vat chu [99]. Do dé, viéc phét hien DNA HPV va danh
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gia sy phan bd genotype HPV khéong chi c¢d ¥ nghia gitp cho chwong trinh trién
khai vac xin hiéu qua ma con c6 y nghia thiét thuc trong viéc quan ly, theo dai,

phong ngira sém UTCTC cho dbi tugng nhiém HPV.

Tir 246 mau HPV DNA duong tinh khi khuéch dai bang phan @ng PCR
v6i moi GP5+/GP6+ original va 245mau HPV DNA duong tinh khi khuéch
dai bang phan ung PCR v&i moi GP5+/GP6+ modified, ching toi tién hanh
xac dinh genotype HPV bang phuong phap DNA microarray va bang phuong
phap giai trinh ty gen sau tach dong. Két qua nghién ctru ¢ xac dinh dugc 33
genotype tir 630 chung HPV khac nhau, trong dd, cac genotype HPV “nguy
co cao” chiém da sb (75,87%), genotype “nguy co thap” chiém 16,5% va

genotype “chua xac dinh nguy co” chiém 7,63%.

Tinh trang luu hanh cic genotype nhom “nguy co cao” phd bién hon
cac genotype thudc nhom “nguy co thap” ¢é I& vi nhiing genotype “nguy co
cao” thuong kho bi loai bo khoi co thé va dugc ton tai dai dang hon so voi

Ccac genotype “nguy co thap” dac biét 1a HPV [16].

Vi 33 genotype HPV duoc xac dinh tir 479 gai mai dam tai Hai Phong
trong nghién ctu, chung t6i xac dinh sy phan bd cua HPV 52 1a genotype
chiém ty & cao nhat (13,33%), tiép dén 1a HPV 16 (12,53%) va HPV 58
chiém 8,09%. HPV 18 chiém 6,5% tong sé genotype HPV xéc dinh duoc.

Theo két qua béo céo tong hop ciia de Sanjose va cong sy nim 2007 vé
su phan b genotype HPV & phu nit ¢6 té bao hoc ¢b tir cung binh thuong trén
toan thé gioi, HPV 16, HPV18, HPV 31va HPV 52 la nhitng genotype thuong
gap nhat chiém 50% sé ngudi nhidm HPV vai ty 1& lan luot 1a 2,5%:; 0,9%;
0,7%; 0,6% va 0,6%. Nghién ciru tong hop tir 194 nghién ciu khac nhau vé
su phan bb genotype HPV trén 1.016.719 phu nit trén khap thé gidi, tac gia

Bruni va cong su cdng b ty 1& nhidm HPV twong ty nhu nghién ciru trudc
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trong 46 HPV 16 (3,2%), HPV 18 (1,4%), HPV 52 (0,9%), HPV 31 (0,8%) va
HPV 58 (0,7%) [16], [61].

Tuy nhién, genotype HPV phan b khéng gidng nhau gitta cac khu vuc.
O chau Au va chau My, HPV 16 va HPV 18 1a hai genotype thuong gap nhét,
tiép dén 1a HPV 31 va HPV 33. O phia Nam sa mac Sahara, Chau Phi, HPV
45 1a genotype chiém ty 1¢ cao nhat [16]. Trong khi d6, tai mot sé nudc chau
A nhu Nhat Ban, Philippine, Pai Loan va tinh Chiét Giang phia Nam Trung
Quéc, HPV 52 va HPV 58 lai 14 hai genotype thudng gap nhat [15] [18], [17],
[42]. Nhu vay, két qua xac dinh sy phan b6 genotype HPV trong nghién ciu
nay ciing cho thay sy phan bé genotype HPV thay d6i theo ting ving dia ly
va su phan bb genotype HPV trén ddi tuong gai mai dam tai Hai Phong tuong
ddng véi sy phan bd genotype HPV tai céc tinh phia Nam Trung Quéc va véi
mot sé nude 1an can tai chau A.

So séanh véi mot sé két qua nghién ctiru vé su phan bb genotype HPV tai
Viét Nam cho thay, két qua nghién ctru caa ching t6i co su khac biét véi két
qua xac dinh sy phan bb genotype HPV bang phuong phap PCR str dung moi
GP5+/GP6+ original va bing phuong phdp enzyme mién dich (enzyme
immunoassay) cua tac gia Pham Thi Hoang Anh va cong su nam 2003,
nghién ctru trén 994 phu nit d6 tudi tir 15 dén 65 tai khu vuc Mién Bic va 922
phu nit tai Thanh phé H5 Chi Minh Mién Nam Viét Nam xac dinh HPV 16 la
genotype chiém ty Ié cao nhat, tiép dén Ia HPV 58, 18 va HPV 56 [66]. Tuy
nhién, két qua nghién ctu cia chung t6i twong déng véi két qua nghién ciu
cua tac gia Hernadez nam 2008, nghién ctru xac dinh sy phan bb genotype
HPV trén 282 gai mai dam tai tinh Soc Trang, mién Nam Viét Nam bang
phuong phap Reverse line blot detection sir dung san pham PCR khuéch dai
bing mdi GPMY09/GPMY11 (Roche Molecular Systems), két qua bao cao
HPV 52 1a genotype phé bién nhat. Su khac biét vé két qua nghién ciu su
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phan bd genotype HPV trén ciing khu vuc dia ly cé thé do viéc st dung cac
phuong phap khac nhau trong nghién ctru.

Trong c4c nghién ciu trudc, cap mdi duoc st dung nhiéu nhat 1a
GPMYO09/GPMY11 khuéch dai 450 bp trén doan L1 ORF va cip moi
GP5+/GP6+original khuéch dai 140 bp viing L1. Hai loai mdi déu c6 do nhay
cao, c6 thé khuéch dai tir 10-200 ban copy DNA ,tuy nhién, nhugc diém cua
ca hai loai mdi GPMY09/GPMY11 va GP5+/GP6+ original déu c6 nhiét do
bit cap thap c6 thé gay khuéch dai nhitng mau DNA dut gdy hoic DNA
khong dac hiéu DNA dich [100]. GPMYO09/GPMY11 co thé xac dinh sai léch
7% UTCTC do sy ving mat caa HPV DNA trong té bao ung thu (DNA HPV
d4 bi dut gdy va 1am mét vang L1 ORF trong té bao ung thw) [101].

Hién nay, trén thé gigi c6 hai loai vic xin phong chéng HPV duoc str
dung phé bién 1a Gadasil® (dic hiéu HPV type 6,11,16,18; si dung cho nit 9-
26 tudi va cho nam 11-26 tudi chua tirng quan hé tinh duc) va Cervarix® (dic
hiéu HPV type 16,18; st dung cho nir tir 10 dén 45 tudi). Vac xin HPV 1a céac
hat vi rit ¢6 ciu tric gidng HPV nhung khong c6 DNA HPV ma chi ¢6 vo
capsid véi cac khang nguyén L1, L2 trén bé mat (virus-particles, VLPs).

C6 rat nhiéu cau hoi khac nhau huéng téi vai trd cua vic xin déi voi
nhém phu nir tré trong cong déng. Khi so sanh kha ning sinh khang thé cua
vac xin HPV véi dap tng mién dich tu nhién cia co thé sau nhiém HPV cho
thay, viéc tiém phong HPV bang vic xin giup co thé ¢ mién dich sinh khang
thé manh mé& gap 50 lan so voi dap wng mién dich ty nhién [102]. Theo két
qua nghién ciru danh gia hiéu qua caa vac xin phong nhiém HPV trén 8093
phu nit tré d6 tudi tir 15-25 sau 6 thang tiém phong cua tac gia Paavonen va
cong su nam 2009 cho thdy, hiéu qua phong nhiém HPV 16/18 dat 92,9% |,
Cervarix kich thich co thé sinh dap tng manh hon so véi Gardasil va viéc

tiém phong vac xin cho nhém phu nit tré tudi co vai trd giam nguy co
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UTCTC trong 4 nim sau d6. Gardasil c6 kha ning bao vé co thé khoi HPV 16
trong 8,5 nam sau tiém phong [103]. Theo két qua nghién ciu tong hop tir 79
nghién ctru khac nhau cua Bao va cong su nam 2008 vé sy phan bd genotype
HPV nham danh gia hiéu qua vac xin phong chéng HPV 16/18 trén 16,803
phu nir chau A c6 xét nghiém té bao hoc c6 tir cung binh thudng va 8350 phu
nit mic UTCTC cho thay, vic xin phong nhiém HPV 16/18 cé thé bao phu
dugc khoang 70% khu vuc chau A. Tuy nhién, HPV 52 va HPV 58 Ia hai
genotype chiém ty 1& cao nhit ¢ khu vire Pong A va Pong Nam A [14]. Nhu
vay, két qua su phan b genotype HPV trong nghién ciru cta ching toi phan
anh sy twong dong vai két qua nghién ciru trén va viéc trién khai vac xin thé
hé hai (second-generation HPV prophylactic vaccine) phong chéng HPV 16,
52, 58, 18 ¢ khu viuc Pong Nam A néi chung va tai Viét Nam ndi riéng cé y
nghia quan trong trong phong tranh UTCTC cho cong ddng, dong thoi, viéc phat
hién cac genotype HPV nhom “nguy co cao” gom HPV 16, 18, 58, 52 duoc coi
nhu chién luoc toan dién trong viéc trién khai véc xin phong chéng HPV.
4.2.2.2. Tinh trang don nhiém va da nhiém genotype HPV

HPV genotype “nguy co cao” la tic nhan can thiét gay bién doi té bao,
hinh thanh khéi u ac tinh, dic biét ¢ nhitng trudng hop nhiém dai dang kéo
dai. Tuy nhién, vai trd tac dong cua da nhiém genotype HPV véi su ting sinh
loan san té bao van con la vin dé chua duoc danh gia 1d rang.

Tinh trang da nhim genotype HPV thudng gap & nhimg ngudi tré tudi
va nhitng ngudi bi suy giam mi&n dich. Pa nhiém véi nhiéu loai HPV 1a mét
phéat hién chung caa nhiéu nghién ctiu dich t& hoc phan tir, chiém khoang 20 —
50% téng s6 cac trudng hop nhidm HPV va 1a co hoi cho tinh trang nhiém dai
ding cua cac genotype HPV, dic biét cac genotype “nguy co cao” [104]. Mot

s6 genotype HPV ¢ thé twong tac hodc phdi hop hiéu qua véi cac genotype
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khac dé kich thich phat trién nhitng bién d6i té bao, hinh thanh va tién trién
tén thuong.

Nguy co loan san manh mé& va UTCTC xam lan dudng nhu dugc ting
1én dang ké & nhiing phu nit da nhidm nhiéu genotype HPV so v&i nhiing
truong hop don nhiém mot genotype HPV duy nhat [105]. Herrero va cac
cong su dd chi ra nguy co ton thwong ndi biéu md gai mic d6 thap ting 1én
khi ¢6 hién tuong da nhiém HPV 16 va cac genotype khac [106]. Hon nira,
Fife va cong su cho rang nhitng genotype HPV cuing loai s& c¢6 twong tac vé
dic tinh sinh hoc trén té bao dich, HPV 51, 52, 56, va 58 1a mot trong nhiing
genotype c6 tac dung hiép ddng voi HPV-16 gay loan san té bao hoic hinh
thanh ung thu [107].

Trong nghién ciru nay, ching t6i xac dinh ty 1¢ da nhiém trén ddi tuong
gai mai dam tai Hai Phong chiém da s6 (67,89%) trong do, tit ca cac trudng
hop da nhiém déu nhiém it nhat mot HPVgenotype “nguy co cao”. Theo béo
cao cua to chic Y té thé gidi vé tinh hinh nhiém HPV tai Viét Nam cho biét,
ty 1& nhiém chung trén toan quéc chiém 5,4% [1], trong d6 c6 41,6% sb
treong hop da nhidm véi it nhat hai genotype HPV. Nhu vay, Viét Nam c6 ty
1& nhiém HPV thap hon so véi ty 1 nhidm chung ¢ cac khu vuc khac trén thé
gi6i (10,1%) nhung chu yéu 1a da nhim nhiéu genotype HPV. Tinh trang da
nhiém genotype HPV lam ting nguy co nhiém dai dang HPV gay bién doi té
bao. Hon ntta, cac xét nghiém phat hién HPV DNA, xac dinh genotype HPV
va chuong trinh sang loc UTCTC tai Viét Nam con han ché [108], day 13 mot
trong nhitng nguyén nhan dan toi ty 16 mac UTCTC & Viét Nam cao nhat
trong khu vuc Pong Nam A [109].

Ty Ié da nhiém genotype HPV trong nghién ciru cua chiing toi cao hon
so vai két qua nghién ctu cua tac gia Spinillo A va cong su (32,6%); cua tac

gia Pista A (44.2%) va caa Bosch F.X 12 26,7%. Két qua nay c6 y nghia goi y
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cho chuong trinh sang loc phat hién som tinh trang nhiém HPV va tinh trang
bién dbi té bao hoc trén ddi twgng gai mai dam va trén cac d6i tuong phu nit
trong cong ddng tai khu virc Hai Phong 1a rat can thiét nham phat hién sém
nguy co UTCTC [110], [111], [112].

4.2.2.3. Mgt sé yéu t6 lien quan dén tinh trang don - da nhiém genotype HPV

Pé danh gia mbi lién quan ciia mot s6 yéu td toi tinh trang don nhiém
va da nhiém genotype HPV trén ddi twong gai mai dam tai Hai Phong, ching
toi tién hanh lua chon nhitng yéu té da duoc phan tich mdi lién quan c6 y
nghia théng k& véi tinh trang nhiém HPV trong nghién cau, bao gom: lra
tudi, tinh trang hon nhan, tinh trang hat thudc 14, tién sir ¢ thai, tinh trang
nhiém HIV va nhiém C. trachomatis.

Yéu té lta tudi lién quan co ¥ nghia mat thiét voi tinh trang da nhiém
genotype HPV (p<0,0001) nhung khong lién quan tSi tinh trang don nhiém
genotype HPV (p=0,807). Trong tong sé 233 gai mai dam dudi 25 tudi, c6
141 @6i twong nhidm HPV trong d6 c6 43,3% gai mai dam da nhiém genotype
HPV. Tuy nhién, khi phan tich sy lién quan caa yéu tb tudi véi cac loai da
nhiém genotype HPV cho thiy yéu t6 Ia tudi chi lién quan chat ché véi loai
da nhidm genotype "nguy co cao + nguy co thap", dbi tuong gai mai dam
du6i 25 tudi c6 nguy co da nhiém genotype HPV "nguy co cao + nguy co
thap" gap 3,1 lan so véi dbi teong gai mai dam trén 25 tudi (p<0,0001).

Két qua nghién ctru nay hoan toan twong dong véi cac nghién ctu
trude, yéu td lra tudi co su lién quan dén tinh trang nhiém HPV néi chung va
tinh trang da nhiém genotype HPV ndi riéng. Tinh trang da nhiém genotype
HPV thudng gap hon & nhirng phu ni tré tudi va nhimg d6i twong c6 hanh vi
hoat dong tinh duc tich cuc, dic biét & nhitng phu nit ¢6 tudi quan hé tinh duc
ban dau som [110].
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Tudi quan hé tinh duc l1an dau va sé luwong ban tinh 13 hai yéu té nguy
co chu yéu 1én quan dén nhau va dén ty 1&é nhiém HPV. Tudi quan hé tinh duc
lan dau 13 yéu td tién luong vé sé lugng ban tinh con sé lugng ban tinh lai 1a
yéu té nguy co gy nhiém HPV. Greenberg va cong su cho rang, nhitng ngudi
c6 quan hé tinh dyuc sém c6 ty 1& nhiém HPV hon nhém quan hé tinh dyc sau
18 tudi vi nhém ¢ tudi quan hé tinh duc lan dau sém c6 thudng cé hanh vi
tinh duc tich cuc va c6 ty 1& dong nhiém cac bénh lay truyén qua duong tinh
duc cao hon. Ngoai ra, hanh vi tinh duc khdng an toan ciing 1a nguyén nhan
gay ting ty 1 nhidm HPV [113 [114].

Phan tich méi lién quan cua tinh trang hdn nhan véi tinh trang don — da
nhiém genotype HPV, két qua bang 3.8 cho thiy tinh trang hdn nhan lién
quan cd y nghia véi tinh trang da nhiém genotype HPV nhung khong lién
quan voi tinh trang don nhiém genotype HPV. Tinh trang gai mai dam da li
di, dang song li than hoic gda chong ¢ nguy co da nhiém genotype HPV cao
hon 1,6 1an so v&i nhom dang chung sdng vai chong hodc ban tinh, va tinh
trang gai mai dam doc than, chua két hon c6 nguy co da nhiém genotype HPV
"nguy co cao + nguy co thap" cao gip 3,7 1an so v4i nhoém dang chung sdng
v6i chong hoac ban tinh. Két qua nay goi y phan anh sé luong ban tinh cua
nhom ddi twong gai mai dam doc than, chua két hén hoic dbi twong gai mai
dam sdng don than cao hon so véi nhém géai mai dam dang chung sdng Voi
chdng hoic ban tinh. S lugng ban tinh 12 yéu t6 nguy co quan trong trong
con duong lay truyén HPV. Nguy co nhiém HPV & nir gigi khong chi phu
thudc vao sb luong ban tinh ma con phu thudc vao sb luong ban tinh cua ban
tinh. Su lay truyén HPV c6 thé qua c&c hanh vi tinh duc tryc tiép hoic khdng
truc tiép s& ngay cang lan rong cac nguy co trong cong dong. Hon nita, hanh
vi tinh duc véi nhiéu ban tinh s& 14 nguy co cao lay nhidm céc tac nhan khac

lay truyén qua duong tinh duc va chinh sy dong nhiém nay lai 1a nguy co dé
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nhiém méi HPV ciing nhu duy tri Sy ton tai dai dang HPV [108]. Tuy nhién,
han ché cua dé tai chua c6 cac thong tin vé sé lwong ban tinh cia gai mai dam
trén phiéu phong vén, da s6 gai mai dam déu tra loi “khéng rd” vé sb luong
ban tinh/ngay.

Tinh trang hat thude 14 lién quan chit ché 1a yéu té lién quan téi nguy
co mac UTCTC va véi tinh trang da nhidm genotype HPV. Tuy nhién, nhém
dbi twong gai mai dam hat thude 14 trong nghién ciu caa ching tdi c6 nguy
co da nhidm genotype HPV thip hon so v&i nhém khong hat thudc 14 va
nguoc lai, nhom gai mai dam hat thude 14 ¢6 nguy co nhiém HPV cao hon
nhém hat thude 14 tr 1,4 - 3,6 lan trong dé, nguy co da nhiém genotype HPV
"nguy co cao + nguy co thap" cao gap 2,1 lan so véi nhom hit thube 1a. Két
qua nay c6 1& do nhitng dbi twong gai mai dam hat thudc 14 c6 sé lwong ban
tinh thip hon voi ddi twong gai mai dam khdng hat thube 14. C6 18 sy khéc
biét vé van hoa, sic toc giita cac khu vuc dia Iy véi viéc hat thude 14 cing 1a
nguy@n nhan dan tgi sy khac biét vé sb lwong ban tinh cta gai mai dam.

Tién st ¢ thai va sinh con nhiéu lan 1a yéu té nguy co cua carcinoma
in situ trén nhitng phy nit da nhiém HPV. Panh gia mdi lién quan cua tién sir
thai nghén vai tinh trang don - da nhiém genotype HPV bang phan tich don
bién va hoi quy da bién, két qua cho thiy di twong gai mai dam chua cé thai
lan nao c6 nguy co nhiém HPV cao gap 1,7 1an so véi nhom ddi twong géi
mai dam d4 c6 tién st thai nghén. Tuy nhién, tién st thai nghén chi lién quan
ti tinh trang da nhiém chung ma khong lién quan c6 y nghia téi tung loai da
nhiém riéng. Két qua nghién ctru nay duong nhu 1an nita nguoc lai voi cac két
qua nghién ciru trude ddy cho rang nguy co nhidém HPV ty 1é thuan vai tan
xuat thai nghén [4], tuy nhién, c6 I& do su khac nhau dic thu vé quan thé

nghién ctu gitta nhom ddi twong phu nit trong cong dong va déi tuong gai
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mai dam dan t6i sy khac nhau vé méi lién quan giita cac yéu té dich té tac
dong téi nguy co nhiém HPV.

M&i lién quan gitta HIV va HPV 1a van dé duoc rat nhiéu nghién ctu
quan tam, dac biét trén doi trong gai mai dam, ddi tuong cé nguy co cao dong
nhiém nhiéu tc nhan lay truyén qua dudng tinh dyc. Mdi lién quan gitta HIV
va HPV trong nghién ciru nay twong ddéng véi cac két qua nghién ciu khac,
tinh trang nhiém HIV co lién quan chit ché& véi ca tinh trang don nhiém
(p=0,006) va da nhiém genotype HPV (p=0,037). Su suy giam mién dich do
HIV con 1a co hoi thuan lgi cho sy phat trién rdi loan thuong bi dang hat com,
dang bénh Iy phdi hop do tinh trang ddng nhiém HIV va HPV [115].

Mot tac nhan khéc 13y truyén qua duong tinh duc ciing dugc biét dén
Vi vai tro 13 yéu td nguy co nhiém HPV 1 C.trachomatis. Hai tac nhan cling
lay truyén qua duong tinh duc déu c6 ty 1& nhiém cao hon & nhom tudi dudi
25 va 14 nhitng tac nhan ¢ médi quan hé mat thiét véi UTCTC [116]. Két qua
phan tich don bién trong bang 3.13 cho thdy nhiing d6i twong gai mai dam
nhiém C.trachomatis c6 lién quan véi nguy co da nhiém genotype HPV ma
khong lién quan téi tinh trang don nhiém genotype HPV.

Nhu vay, qua két qua phan tich méi lién quan cua cac yéu té nguy co
Vvéi tinh trang don nhiém va da nhiém genotype HPV trén ddi twong gai mai
dam tai Hai Phong cho thay, nhiing yéu té duoc xac dinh lién quan c6 y nghia
thong ké véi nguy co nhiém HPV da sb chi lién quan toi nguy co da nhidém
genotype HPV, dac biét 1a mdi lién quan voi nguy co da nhiém genotype
HPV “nguy co cao”. Két qua phan tich trén goi y cho ké hoach sang loc sém
nhitng d6i twong c¢d yéu t6 nguy co nham giam nguy co nhiém méi HPV,
nguy co da nhiém genotype HPV dan téi nhiém dai dang HPV tir d6 hinh

thanh céac khdi u ac tinh.
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4.3. Mbi lien quan giira bién déi té bao cé tir cung va genotype HPV
4.3.1. Két qua xét nghiém té bao cé tir cung trén gai mai dam tai Hai Phong

UTCTC la bénh cd thé gap ¢ moi lra tudi nhung thuong gap nhat & lta
tudi 45-50. Vi tri ung thu thuong xay ra & ving ranh giéi gitra biéu mo tru va
biéu mo 14t ¢ cb tir cung, gom 75-80% la ung thu biéu mo vay con lai la
ung thu biéu mé tuyén va dang hdn hop. Qué trinh tién trién lau dai, tur
khi nhiém HPV dén khi hinh thanh ton thuong ung thu c¢6 thé kéo dai tir 5
dén 25 nam [21].

Theo két qua tong két cua zur Hausen, nguoi da doat gia Nobel Y hoc
nam 2008 v&i nhitng nghién cau phét hién vé HPV, UTCTC 1a bénh &c tinh
chiém téi 12% tong sb c4c loai ung thu trén thé gigi va la bénh ung thu
theong gap nhat & nit, dang hang thtr 2 sau ung thu va [117] trong d6
khoang 80% cac truong hop UTCTC xay ra & cac nudc dang phat trién
[4]. Cac type HPV “nguy co cao” 1a nguyén nhin cia UTCTC gdm
HPV16, 18, 45, 31, 33, 35, 51, 52.

Vai tro ciia HPV trong co ché gdy UTCTC d4 duoc bit dau nghién cau
tir nhitng nam cudi cua thap ky 70. Nam 1976, Meisel-Fortin d phét hién
HPV trong té bao cb tir cung bién doi dang khong nhan Koilocyte va phan
biét su khac nhau gitra hién tugng tang sinh dang mun com lanh tinh (dang
khong phat trién thanh ung thu) va dang nhiém HPV hinh thanh té bao
Koilocyte (c6 thé tién trién thanh té bao ung thw). Nhom nghién ciru nhan
manh véi két luan, khong nhidm HPV s& khdng c6 kha ning tién trién thanh
UTCTC va diéu nay c6 y nghia xac dinh vai tro caa HPV trong co ché gay ton
thuong loan san ¢ tir cung. Nam 1981, hai genotype dau tién 1a HPV 16 va
HPV 18 duoc tim thay trén mé sinh thiét UTCTC bing phuong phép tach
dong da c6 y nghia khang dinh vai tro caa HPV trong loai bénh Iy &c tinh nay.
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Nam 1985, Schwatz va cong su d& xay dung thanh cong bd gen HPV va dat
gia thuyét vai trd gay bat tir hda té bao cb tir cung cua gen E6, E7 HPV [118].

Theo thdng ké cua té chirc Y té thé gi¢i naim 2010, wée tinh mdi nam,
trén thé gidi c6 khoang 529.000 truong hop mic méi va khoang 275.000
truong hop tir vong do UTCTC trong dé, riéng chau A d3 chiém 59,0% tong
s6 ca nhiém mai [1].

Nham giam ty 1& ta vong do UTCTC, viéc trién khai nhitng bién phap
phong tranh 1ay nhidm HPV la rat can thiét. Bong thai, can tién hanh sang loc
phét hién sém nhitng bién doi té bao, cac ton thuong tién ung thu va theo ddi
quéa trinh tién trién bénh bang phuong phap t& bao hoc, soi ¢ tir cung va
phuong phap mé bénh hoc ¢6 tir cung.

Phuong phap moé té bao hoc ¢b tir cung (xét nghiém Pap smear) la
phuong phap chan doan t& bao hoc dwa vao tinh chat bong ra mét cach lién
tuc cua té bao 4m dao, co tir cung, dac biét 1a kha niang dé bong va bong sém
cuia cac té bao ac tinh. Dung cu lay mau bénh pham 13 mot khau ky thuat dau
tién quan trong anh huong dén chét lwong va hiéu qua phat hién bénh. Su ra
doi ciia ban chai té bao “Cytobrush” vao nam 1987 da giam dang ké ty 1¢ am
tinh gia cua xet nghiém.

100% dbi twong gai mai dam trong nghién ctu nay dugc kham san phu
khoa va ldy mau xét nghiém té bao hoc. Két qua xét nghiém sang loc Pap
smears xac dinh 70,6% mau co té bao ¢b tir cung binh thuong, 75 (15,7%)
truong hop cd té bao biéu md bién d6i lanh tinh do viém, 44 (9,2%) truong
hop c6 céc té bao chuyén san va 22 (4,5%) truong hop co thay doi bat thudng
cua té bao biéu md ¢ tir cung bao gém 5 trudong hop co thay doi té bao biéu
mo gai khong dién hinh y nghia chua xac dinh ASC-US, 2 trudng hop ¢6 thay
d6i té bao biéu mo gai khong dién hinh nhung khéng loai trir duoc ton thuong

trong biéu mé mirc do cao ASC-H, 13 truong hop c6 thay doi ton thuong noi
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biéu md gai murc do thip LSIL, 2 trudng hop co thay di ton thuong ndi biéu
md gai mic do cao HSIL. Chua phat hién truong hop ung thu biéu md hoic
ung thu té bao tuyén cb tir cung trén ddi tuong gai mai dam tai Hai Phong.

Theo béo céo cua To chic Y té thé gigi nam 2010, ty 16 UTCTC trén
toan thé gigi trung binh 1a 15,8%, ¢ nhitng nudc cdng nghiép phat trién l1a
12,1% va & nhiing nudc danh phat trién 1a 16,7%, trong do ty 16 UTCTC &
chau A 13 15,6%. Nhu vay, ty 168 UTCTC trong nghién ciru nay thip hon & rét
c6 I8 do dd tudi cua gai mai dam tham gia nghién ciru tir 12 dén 48 tudi (trung
binh: 27,4 + 7,4 tudi) va lira tudi mac UTCTC thuong & d6 tudi trén 50 tudi vi
qua trinh tién trién thim lang tir khi nhiém HPV t6i ung thu c6 thé kéo dai tir
5—25 nam.

Két qua nghién ctu & bang 3.15 thé hién sy khac biét vé ty 1¢ nhiém
HPV & nhom ddi twong gai mai dam c6 két qua té bao hoc binh thuong va
nhém c6 té bao hoc bat thuong. O nhom két qua xét nghiém té bao hoc ¢b tir
cung binh thudng (c&c té bao hinh thai binh thuong, té bao biéu mé bién ddi lanh
tinh do viém, té bao chuyén san) c6 ty 16 HPV DNA am tinh va DNA HPV
dwong tinh twong duwong. Tuy nhién, & nhom két qua xét nghiém té bao hoc b tir
cung bt thuong (ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL) ¢6 ty 16 nhidm HPV chiém da
sb. Két qua nay phan anh rd vai tro gay bién d6i té bao hoc cua HPV.
4.3.2. Méi lién quan giira bién déi té bao cé tir cung va HPV

Dé phan tich rd hon vai trd tac dong cua ting genotype HPV véi té bao
co tir cung, ching toi tién hanh phén tich don bién danh gia méi lién quan cua
cac genotype HPV xé4c dinh duoc tr mau bénh pham c6 tir cung. Két qua
bang 3.16 cho thiy su bién ddi té bao cd tr cung c6 lién quan chit ch& véi
tinh trang nhiém HPV duong sinh duc. Déi twgng nhidm HPV cd két qua xét
nghiém té bao cb tir cung bat thuong cao gap 21,6 lan so véi nhém khéng

nhiém HPV, su khéc biét cd rat y nghia thong ké véi p < 0,0001.
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Hon nita, nhitng thay doi bat thuong cua té bao biéu md cb tir cung chi
lién quan cé y nghia voi nhitng genotype HPV nhom "nguy co cao" nhu
HPV-16, HPV-39, HPV-51, HPV-52, HPV-53 va HPV-68. Khong c6 su khac
biét vé bién d6i té bao cb tir cung trén dbi twong gai mai dam nhiém HPV-18
va khong nhigm HPV-18 (p=0,710). Nhung c6 su khac biét rd rét vé két qua
té bao hoc gitra nhdm nhiém va nhém khdng nhiém HPV-16 (p<0,0001),
HPV-52 (p=0,002).

Khi so sanh sy bién d6i ving gen E6/E7 cua HPV 16 va HPV 52 luu
hanh trong quan thé d6i twong gai mai dam tai Hai Phong véi gen E6/E7 cua
HPV 16, HPV 52 & Phillipine va Nhat Ban, hai quéc gia lan can c6 su tuong
ddng vé phan bd genotype HPV cho thay, cac bién thé HPV-16 va HPV-52
khong gidng nhau giira cac nudc dan téi s khac biét vé vai tro tac dong cua cac
bién thé trén md té bao. Két qua phan tich trén goi y t6i chién luoc toan dién cho
chwong trinh trién khai vac xin phong chéng HPV dac hiéu cho cac genotype luu
hanh theo khu vuc va chuong trinh sang loc sém UTCTC trong cong dong.

Trong nghién cuu nay, ching tdi cling xac dinh cac genotype HPV
nhom "nguy co thip" va nhom "chwa xac dinh dwoc nguy co" lién quan khong
y nghia voi su bién ddi té bao co tor cung nhu két qua cac nghién ctu truée,
bd gen cua cac genotype HPV “nguy co thap” ton tai doc 1ap vai gen cua té
bao chu.

Theo két qua nghién ctru theo phuong phap phén tich téng hop cua
nhém tac gia thudc co quan nghién ctru ung thu quéc té IARC, céc type HPV
khong chi co su thay dbi theo cac vung dia ly khac nhau ma con thay doi theo
tirng loai ung thu nhu ung thu biéu md gai hodc ung thu biéu mé tuyén. Trong
khi HPV 16 thuong gap ¢ ung thu biéu mé gai hon thi nguoc lai, HPV 18 lai

thudng gap & ung thu biéu md tuyén [72].
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O bénh nhan c6 ton thuong biéu md gai mac d6 cao (High-grade
squamous intra-epithelium lesion, HSIL), cac genotype thuong gap la HPV
16, 31, 58, 18, 33, 52, 35, 51, 56, 45, 39, 66. Cac genotype gay HSIL tuong tu
V6i tim genotype thudng gap ¢ cac trudng hop UTCTC trén thé gisi, ngoai
trir HPV 18 va HPV 45. HPV 16 van la type gap nhiéu nhat trong ton thuong
HSIL trén toan thé gioi, trong khoang 34% & chau A dén 52 ¢ chau Au con
HPV 18 dtrng & vi tri tht tu dao dong trong khoang tir 6% & Chau Au dén
10% & Bic My [2].

O bénh nhan c6 tén thuong biéu md gai mac do thap (Low-grade
squamous intra-epithelium lesion, LSIL), HPV 16 Ia type c6 ty 1é cao nhat
(26%) trén toan thé gisi véi khoang tir 16% ¢ chau Phi dén 29% & chau Au,
tiép theo 1a HPV 31 (12%); HPV 51 (11%); HPV 53 (10%); HPV 18 (9%):
HPV 66 (9%) va HPV 58 (8%) [2].

4.3.3. Méi lién quan giira bién ddi té bao co tir cung va mdt sb yéu té nguy co' khac

Mic di HPV 1a nhan t6 can thiét dé gay ra ung thu nhung qua trinh
bién d6i té bao con can nhitng dong yéu té tac dong khac va da sb cac yéu to
nguy co dan dén UTCTC la nhitng yéu t6 c6 mdi lién quan chat ch& véi nguy
co nhiém HPV. Nguy co UTCTC thuong gip hon ¢ nhitng phu nit c6 hoat
dong tinh duc tich cuc, phu nit ¢ hoat dong tinh duc sém, c6 nhiéu ban tinh,
c6 thai sém, dé nhiéu, mac cac bénh lay truyén qua duong tinh duc, hat thude
14, st dung thubc tranh thai duong udng kéo dai [119].

Ngoai ra, tinh trang dong nhiém nhiéu tac nhan lay truyén qua dudng tinh
duc nhu Trichomonas, C.trachomatis, Herpes simplex virus type 2 (HSV2) cé
nguy co gy bién ddi té bao dan téi ung thu cao 2,5-5 1an so vai phu nit khdng
bi nhiém [120].

Két qua bang 3.17 cho thdy tinh trang nhiém HIV lién quan chat ché

véi tinh trang nhidm HPV va nhiing thay di bat thuong té bao biéu mé ¢ tir
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cung. Su khac biét co y nghia thdng ké vé két qua xét nghiém Pap smear gitta
nhoém nhidm va nhém khong nhidm HIV véi p<0,0001. Mot sb yéu té khac
nhu yéu té Kra tudi, tinh trang hdn nhan, tinh trang hat thudc 14, tién sir san
khoa va tinh trang nhiém C. trachomatis 1a nhitng yéu té lién quan cé ¥ nghia
Vi tinh trang nhiém HPV nhung khong c6 su khéc biét vé két qua té bao hoc.
Tuy nhién, ty 1& dbi twong gai mai dam c6 té bao hoc bat thudng trong nghién
ctru cta chang toi thap 13 mot han ché cho viéc phan tich don bién méi lién

quan giira cac yéu té nguy co v6i su bién doi té bao.
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KET LUAN

1. Ty 1é nhi@m HPV trén gai mai dam tai Hai Phong va mét sb yéu 6 lién quan
1.1. Ty lé nhiém HPV trén gai mai dam tai Hai Phong, Viét Nam 13 51,1%.
1.2.Ty 1& nhiém HPV trén dbi tuong gai mai dam tai Hai Phong lién quan

toi hra tudi, tinh trang hon nhan, tinh trang hat thude 14, tién st thai nghén, dong

nhiém HIV va C. trachomatis.

2. Sw phan bé genotype HPV trén gai mai dam tai Hai Phong
2.1. X4c dinh 33 genotype HPV. Cac genotype HPV “nguy co cao”

chiém da sé (75,87%), genotype “nguy co thdp” chiém 16,5% va genotype

“chua x4ac dinh nguy co” chiém 7,63%.

Genotype HPV 52 chiém ty Ié cao nhat (13,33%), tiép dén 1a HPV 16

(12,53%) va HPV 58 chiém 8,09%. HPV 18 chiém 6,5%.

2.2. Tinh trang don nhiém genotype HPV trén d6i tugng gai mai dam

tai Hai Phong 1a 32,11% va ty 1¢ da nhiém genotype HPV chiém 67,89%.

3. Méi lién quan giira bién déi té bao cé tir cung va genotype HPV
3.1. Két qua xét nghiém sang loc Pap smears xac dinh: 70,6% truong

hop ¢6 t& bao ¢ tir cung binh thuong; 15,7% truong hop ¢ té bao biéu md

bién dbi lanh tinh do viém; 9,2% truong hop cé céac té bao chuyén san; 4,5%

truong hop c6 thay d6i bat thuong cua té bao biéu mé ¢ tir cung. Chua phat

hién truong hop ung thu biéu md hodc ung thu té bao tuyén co tir cung trén
dbi twong gai mai dam tai Hai Phong.

3.2. Sy bién doi té bao cb tir cung c6 lién quan chat ché vai tinh trang
nhiém genotype HPV “nguy co cao” (HPV-16, HPV-39, HPV-51, HPV-52,

HPV-53 va HPV-68).
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HA NOI - 2014
LOI CAM ON

Loi dau tién tdi mudn duwoc bay té 12 10ng biét on sdu sdc nhat téi Thay
Ta Thanh Van, GS.TS. Phé Hiéu truong Truong Dai hoc Y Ha Noi, la nguoi
huéng dan khoa hoc, da ludn giap d& t6i, tan tinh truyén dat nhiing kién thirc
va nhiing kinh nghiém quy bdu dé t6i c6 thé hoan thanh lugn an. Nhimng két
qua t6i dat dwoc ngdy hdm nay co Si day céng vun ddap cua Thay, Newoi toi
ludn kinh trong.

Toi xin bay té 161 cam on sdu sdc t6i PGS.TS. Tran Vin Hop, pho chi
tich Hgi Gan mdt Viét Nam, Chu tich Hgi dong Trung tdm nghién cizu phong
chong ung thw, gido vién dong hwong dan. Thay da ludn nhiét tinh gitp o,
chi bao, déng vién tdi trong qué trinh hoc tdp va thuc hién nghién ciru dé toi
c6 thé hoan thanh lugn an nay.

TOi xin bay toé long cam on tran trong toi GS.TS. Hiroshi Ichimura,
Truong khoa Virus hoc va hop tac Suc khde Quéc té Truwong Pai hoc
Kanazawa, Nhdt Bdn, la nguwoi da tan tinh gilp dé, truc tiép huwéng dan toi
thirc hién nghién cizu, tao moi dieu kién thudn loi dé toi hoan thanh lugn an
ngay hém nay.

Toi xin mai khdac ghi sw tan tdm cia Nguwoi Thay, GS.TS. Pham Vin
Thite, Hiéu truéng Trwong Pai hoc Y Hdi Phong. Thay la nguwoi luén dinh
huéng cho toi trong nghién ciru, truyén day cho toi biét bao kién thic khoa
hoc va cudc song. Su truong thanh cua toi trén moi bude dwong khoa hoc
ciing nhw trong sw nghiép déu c6 ban tay va khoi 6c cua Thay. Sw dong vién,
giiip d& va diu dat cia Thay da cho tdi thém nghj lue dé virot 18n chinh minh,

vuot 1én nhitng kho khan tro ngai.



Bang tinh cam yéu mén va loi cdm on chdn thanh, t6i xin giri téi cac
Thay C6, cac anh chj va cac ban dong nghiép Trung tdm nghién cizu Gen-
Protein cia Trwong Pai hoc Y Ha Néi da quan tam, gidp dé, hé tro toi trong
qua trinh thxc hién nghién cizu va hoan thanh lugn an.

TOi xin guti loi cam on tran trong toi:

- Ban Giam hiéu, Phong ddo tao sau dai hoc, B6 mon Hoa sinh, Truong
Dai hoc'Y Ha Noi.

- Ban Giam hiéu, B mén Hda sinh, Khoa Cu nhan ky thugt Y hoc, Khoa
xét nghiém Truong Dai hoc Y Hdi Phong.

- Ban lanh dgo cung toan thé cac nghién cizu vién va thanh vién cua
Khoa Virus hoc, Khoa gigi phau bénh Truong Pai hoc Kanazawa,
Nhdt Ban.

- Ban L&nh dgo cuing toan thé can bg va nhan vién cia Trung tdm phuc
hoi nhan pham Thanh Xuan, Hdi Phong.

Toi xin guti loi cam on t6i cdc doi twong nghién ciu @@ tinh nguyén
hop tac gilp tdi thuc hién dwoc nghién cizu nay.

Cugi cung, ti xin ghi nhé' céng on sink thanh, nudi dwéng va tinh yéu
thwong cia Cha me tdi, Cha me Chong cung sw ung hd, dong vién, thuwong
yéu cham soc, khich l¢ cua Cho”‘ng, con va anh chi em trong gia dinh, nhimng
nguoi da ludn ¢ bén toi, 1a ché dira vieng chdc dé tdi yén tam hoc tdp va hoan
thanh lugn an.

Hai Phong, thang  nam 2014

Hoang Thi Thanh Huyén



LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan:

Pay 1a cong trinh nghién ctu khoa hoc cua riéng toi, tat ca nhiing két
qua va sb liéu trong luan &n do chinh tdi thuc hién.

Tat ca s6 lieu va két qua duoc trinh bay trong luan &n 1a trung thuc, mot
phan ¢4 duoc cdng bé trén céc tap chi khoa hoc chuyén nganh trong nuéc va
nudc ngoai.

Phan con lai trong luan an chua dugc ai cdng bé trong bat ky cong trinh

nghién ctru nao khac.

Tac gid lugn an

Hoang Thi Thanh Huyén



Nghién ctru dugc thuc hién dua trén thoa thuan hgp tac nghién ciru
khoa hoc gitra Truong Pai hoc Y Hai Phong, Viét Nam va Khoa Y Truong
Dai hoc Kanazawa, Nhat Ban voi dé tai hop tac nghién ciru "Giam sat cac
bénh lay truyén qua dwdng tinh duc & ddi twong gai mai dam tai Hai
Phong, Viét Nam™.

Pai dién phia Viét Nam: GS.TS. PHAM VAN THUC
Dai dién phia Nhat Ban: GS.TS. HIROSHI ICHIMURA
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