KHOA HOC VA CONG NGHE

_ NGHIEN CUU SAN XUAT
QUE CHAN BOAN NHANH BENH KY SINH TRUNG
TOXOPLASMA GONDII O NGUOI VA GIA SUC

LTS: Cong trinh vira dat gii nhét (thugc linh viee Sinh hoc phuc vu sin xuit va
doi séng) Gidi thuwong Sing tao Khoa hoc va Cong ngh¢ tinh Thita Thién Hué lin
thir VI ndm 2012. Diy la cong trinh do PGS.TS. Dinh Thj Bich Lin cing nhém tic
gid thugc Vign Tai nguyén Moi truomg va Cong nghé sinh hoc va Truwong Pai hoc
Néng Lim - Pai hoc Hué thuc hi¢gn. Ban tin Khoa hoc va Cong ngh¢ xin giéi thiéu
t6m tit két qua nghién ciru ciia cong trinh.

1. Tinh cAp thiét caa cong trinh nghién ciru

Bénh do Toxoplasma gondii gy ra 1a mot bénh ky sinh trung lay nhim giira nhidu
loai déng vat va nguoi, lam anh hudng dén an toan vé sinh thuc phim va sic khoe cong
dbng. Mot trong nhimg héu qua nghiém trong do Toxoplasma gondii gay ra & nguoi la
gy sdy thai, sinh con di dang, ting nio. Gin ddy c4c nha y hoc d chi ra ring Toxoplasma
gondii 13 mdt trong nhimg nguyén nhén chinh giy viém giac mac kéo dai, tai phat nhidu
lan & ngudi, kho chira khoi hin du da duge sir dung thudc hodc céc ché phfim sinh hoc
chéng Toxoplasma gondii. )

Hién tai, tinh hinh nhiém To}éoplasma gondii & nguoi cling nhu gia suc & nudc ta
chua duoc nghién ciru mét cach ddy di. Enzyme Link Immunosorbent Assay (ELISA) la
mét trong nhimg phuong phap phat hién khang thé trong huyét thanh duoc sir dung rong
rai dé chin doan nhiéu bénh trong d6 cé bénh do Toxoplasma gondii. Tuy nhién, viéc
thuc hién phan tmg ELISA chin doan bénh Toxoplasma gondii tén nhiéu thoi gian, cong
strc va bét budc phai cé thiét bi (ELISA Reader) nén chi ¢6 thé tién hanh tiong diéu kién
phong thi nghiém. D& khic phuc nhimg han ché trén cua ELISA, hién nay céc nha khoa
hoc di nghién ciru san xudt cac que chin doan nhanh dua trén nguyén Iy ctia phuong
phép sic ky mién dich (ICT- Immunochromatographic test). D6 la mot phuong phap
chin doan nhanh, nhay, c6 tinh dac higu cao, it tén kém, khong cin sir dung thiét bi dat
tién, khéng cn kg thudt vién trinh d6 cao va c6 thé chan doan ngay & bat ky diéu kién
nao. O Viét Nam, hién nay chua ¢6 cdc nghién ciru san xudt que chdn doan nhanh cho
bénh Toxoplasma gondii, Vi viy, san xuét que chdn doan ding cho cdc xét nghiém nhanh
dang 12 mot doi hoi cAp thiét ctia nganh y va thi y nuéc ta.
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Trong giai doan nam 2008-2009, chiing t6i da tién hanh dé tai “Nghién ciru san xudt
que chén doan nhanh bénh ky sinh tring Toxoplasma gondii & ngudi va gia sic”.

2. Nhirng ngi dung chinh cia ¢ong trinh

- Nghién ctru thiét 1dp quy trinh san xudt que chin doén nhanh bénh ky sinh tring
Toxoplasma gondii.

- Danh gia do dic hi¢u va d¢ nhay cua que chin doan nhanh.

- Sir dung que chin doan nhanh dé nghién ciru tinh hinh nhiém Toxoplasma gondii &

méo va lon trén dja ban tinh Thira Thién Hué.

3. Nhimg két qui chinh caa cdng trinh

Da nghién civu thiét Iip dicge quy trinh sin xudt va sin xudt thanh céng que chin
dodn nhanh bénh ky sinh tring Toxoplasma gondii

Tom tét quy trinh san xudt que chdn dodn

- San xuit khang nguyén SAG2 (surface antigen 2 -SAG2=P22) tii t6 hop.

+ Tao plasmid tai td hop: Doan ADN 438-bp ma hoa khang nguyén SAG2 tach tir
tachyzoites cua T.gondii chiung RH dugc khuéch dai bing phan tmg PCR, sir dung cip
mdi 5°-ACG AAT TCG TCC ACC ACC GAG ACG-3'va 5°-ACG AAT TCT TAC TTG
CCC GTG AGA-3". San phéni PCR dugc dua vao vi tri EcoRI cua plasmid pGEX-4T-3,
sau d6 chuyén nap plasmid vao té bao E.coli ching DH5- alpha.

+ Biéu hién gen khang nguyén: Té bao E.coli dugc chuyén nap plasmid tai t6 hop
duoc nudi trong méi truomg LB (Luria-Bertani) ¢d chita Ampicillin, & nhiét 46 37°C c6
Kic 170 vong/phit dén khi ndng do vi khudn do & ODgn dat 0,3-0,5 thi ngimg nudi. Sau
d6 cam tmg bang IPTG (isopropyl-B-D- thiogalactopiranoside) 1mM, nudi & nhiét do
25°C trong 5 gid, lic 170 vong/phit. Ly tam 3.000 vong/phut (4°C) trong 10 phut, bo
dich ndi, thu két tha va tai huyén phu két tia trong TNE (50mM Tris-HCI ¢6 pH 7.5,
100mM NaCl, 2mM EDTA) c6 chira lysozyme va Triton X 100, trdn trén may vortex, i
trén da lanh va lic nhe trong 1 gio. Siéu 4m trong 5-10 phut va ly tam 10.000 véng trong
5 phit (4°C), thu dich ndi.

+ Tinh sahh khang nguyén tai 16 hop: Sau khi ly tim, thu khang nguyén tai 16 hop
(dich ndi), tinh sach bing Glutathione Sepharose 4B va dién di d& woc tinh ndng dd
protein thu duge. Sau d6 kiém tra tinh dic hiéu cia khang nguyén tai td hop bing phuong
phap Western blot.

San xudt khang thé dic hiéu véi khang nguyén SAG2: Khang thé IgG khang
rSAG2t thu duoc tir chudt BALB/c sau khi t&i mién dich 3 lin bing khang nguyén tai &
hop rSAG2t va dugce tinh sach boi Econ-Pac protein A kit (Bio- Rad). D tinh Kkhiét ciia
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khang thé duoc kiém tra bing phuong phép dién di SDS-PAGE va ndng do khang thé
duoc xdc dinh bing KIT Pierce BCA Protein Assay ctia hang Thermo Scientific.

- Ché khang nguyén cong hep: U G-rSAG2t (da dugc tinh sach, 500pg/ml) véi gold
colloid (DCN, M§) véi ty 1& (1:10, thé tich/thé tich) & nhiét dd phong trong 10 phit. Sau
d6, thém 0,05% polyethylene glycol 20.000 (PEG) va 1% albumin huyét thanh bo (BSA)
d& ¢b dinh cac phan tir dd gén két. Ly tam 18.000 vong trong 20 phut, bé dich néi. Phin
can duge tai huyén phu trong PBS chira 0,05% BSA va 0,05% PEG 20.000. Nong dé cua
khéng nguyén cong hop dugc diéu chinh cho t6i khi dat dugc mat do quang 5 (do & budc
song 520nm). Sau khi pha lodng béing 10mM Tris-HCI (pH: 8,2) chira 5% sucrose, khang
nguyén cdng hop dugc gin 1én gidy thuy tinh soi, dé & nhiét do phong qua dém cho khé.

- Gn két cac thanh phin cia que chén doan: Khang thé IgG khang rSAG2t (1,5mg/
ml), khang nguyén tai t5 hop G-rSAG2t (0,5mg/ml), dugc phun Ién mang nitrocellulose
(NC) bing méy phan phéi Biojet 3050 quanti-dispenser. Sau khi mang NC dugc siy khd
trong ta siy 50°C trong 30 phit va dugc cb dinh boi 0,5% casein trong 50mM dém acid
boric (pH 8,5) trong 30 phit, rira bing 50mM Tris-HCI (pH 7,4) chira 0,5% sucrose va
0,05% sodium cholate, mang NC dugc dé & nhiét d§ phong qua dém cho khé. Cudi cing,
mang NC (d3 dwgc phun khéng nguyén va khang thé), dém hut (hip phu), dém
conjugated khang nguyén v dém miu dugc gén vao tm bia dinh chuyén dung va cét
thanh timg que chin do4n c6 chidu rong 2-3mm bing méy cit chuyén dung cia hang
BioDot (Hinh dudi: Cu tric que chin doan).

CAU TRUC QUE CHAN DOAN

2N
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Pém hit
Duodng dbi chimg
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Ming Nitrocellulose

Dém conjugate

Pém miu
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Que chén doan dugc cho vao hdp dymg, dugc thiét ké dé bao vé va tién str dung khi
chén doén bénh.

Nguyén Iy va cdch sir dung que chan dodn

Khi nho huyét thanh (50pul) duge pha lodng véi PBS theo ty 1é 1:2 1én dém miu qua
vi tri tra mAu, huyét thanh s thdm vao dém mAu va chuyén dich dén dém conjugate. Tai
dém conjugate, khang thé (néu c6 trong huyét thanh) s& gin v&i khang nguyén cong hop,
phirc hop khang nguyén cong hop - khéng thé s& tiép tuc thim theo mang nitrocelluose va
s& két hop véi khang nguyén da duoc gn & vi tri dudmg thir 1am xudt hién mau héng tim
& dudng thu. Mit khac, khang nguyén cong hop sé két hop véi khang thé dac higu da
dugc gin sin ¢ duong dbi chimg lam xudt hién mau hdng tim & duong déi chimg. Néu
xudt hién mau dong thoi tai duong thir va dudmg déi chimg, phan img dugc xem la duong
tinh; néu chi xuit hién mau & duomg ddi chimg thi phan img dugc xem la dm tinh. Két
qua sé& duge xac dinh trong vong 15 phut.

Ddnh gid dp dic hidu va dj nhay ciia que chin dodn

Chuing t5i d kiém tra d6 dic hiéu cua que chin doan bénh ky sinh tring Toxoplasma
gondii trén 02 dbi tugng chudt va meéo thdng qua viée kiém tra khang thé trong huyét
thanh. D§ nhay cuia que chén doan duoc so sanh véi cic phuong phap ngung két (LAT:
Latex Agglutination Test), ELISA.

- Pénh gid d6 dac hiéu cia que chin doan thong qua kiém tra khang thé trong huyét
thanh cua chugt duge gy nhiém boi Toxoplasma gondii va Neospora caninum: Dé kiém
tra do ddc hiéu cua que chn doan chung t3i di sir dung que chin doan (san phim cua dé
tai) dé kiém tra huyét thanh cua chudt sach bénh, khong gdy nhidm va cia cic nhém
chudt dugc gay nhiém boi Toxoplasma gondii (cic chung Beverley, Gail, PLK, va $-273)
va Neospora caninum. Tt ca huyét thanh tir chudt dugc gdy nhidm mot trong 4 ching
Toxoplasma gondii cho két qua duong tinh. Riéng chudt duoc gziy-.phiém N. caninum va
10 chudt sach bénh cho két qua am tinh. Két qua nay chi ra ring que chdn doén khong
nhimg chi ¢6 kha nang phét hién khang thé khang lai ca 4 ching Toxoplasma gondii, mic
du khang nguyén cua né duge ma héa boi gene tir ching RH, ma con ¢6 thé phan biét
dugc Toxoplasma véi Neospora, Két qua nay 1a rit quan trong bgi vi mét sb dong vat
(nhi ché, trau bo, ciru, va ngua) ¢ thé bi nhidm mot cich tu nhién dong thoi ca
Toxoplasma gondii va Neospora canium.

- Dénh gia d6 dac hiéu cta que chin doan thdng qua kiém tra khang thé trong huyét
thanh clia méo sach bénh va méo dugc gdy nhiém boi Toxoplasma gondii: Do dic hidu
ctia que chén doan (san phim cua dé tai) cling dugc danh gia bang viée sir dung que chén
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doan dé kiém tra huyét thanh cia meo sach bénh (khong duge gdy nhidm) va méo
dugc gay nhiém. Két qua cho thiy huyét thanh tir cac con meéo sach bénh ciing cho két
qua am tinh khi tim khang thé bing que chin doan. Ngugc lai, huyét thanh thu tir méo
duge gdy nhidm sau 35-110 ngdy voi Toxoplasma gondii chimg Beverley di cho két
qua duong tinh.

- Panh gia d§ nhay ciia que chin dodn thdng qua so sanh kha nang phat hién khang
thé & huyét thanh meo bing cic phuong phap ngung két (LAT-Latex Agglutination Test),
ELISA va sit dung que chin dodn: Chung toi da so sanh két qua phat hién khang thé
trong huyét thanh thu thap tr 200 méo nudi trén dia ban thanh phd Hué bing 3 phuong
phép: sic ky mién dich (ICT) sir dung que chin dodn cua dé i, ngung két latex (LAT)
va ELISA. Két qua cho thdy khi st dung que chin dodn c6 45/200 miu cho két qua
duong tinh (22,5%), trong khi dé khi sir dung LAT ¢6 37/200 miu cho két qua duong
tinh chiém (18.5%) va phwong phap ELISA cho 39/200 mau duong tinh chiém (19.5%).
Nhu vdy do nhay ctia que chin dodn 1a cao nhét. tiép theo 1a phuong phap ELISA va thip
hon la LAT.

St dung que chin dodn nhanh nghién civu tinh hinh nhiém Toxoplasma gondii &
méo va lon trén dija ban tinh Thiva Thién Hué

Chung t3i da sir dung que chdn dodn (san phdm cua dé tai) dé nghién ciru danh gia
tinh hinh nhiém Toxoplasma gondii & méo va lon trén dia ban tinh thong qua viée kiém
tra khang thé trong huyét thanh.

- K&t qua kiém tra huyét thanh meéo: kiém tra huyét thanh dugc thye hién trén 2 nhém
méo: méo nudi trong thanh phd (100 con) va méo nudi & ndng thdn (100 con). Két qua
nghién ciru cho thiy ty 1¢ huyét thanh duong tinh voi Toxoplasma gondii & méo rét cao
(60%) va c6 sur khac biét rd rang gita méo nuédi & thanh phd (33%) va méo nudi & néng
thén (87%).

- Két qua kiém tra huyét thanh lon: Chung t6i da tién hanh kiém tra huyét thanh cua 3
nhém lgn, nhém 1: duge nudi béng thire dn cdng nghiép cho an thém rau xanh, thirc an
dur thira cia ngudi va nuéi trong chudng ho (100 con); nhém 2: lon nudi bang thire an
cong nghiép nhung chubng khéng ¢6 1udi ngan, meo co thé tiép xuc véi lon (50 con):
nhém 3: lgn duge nudi bing thic &n cong nghiép, chudng c ludi ngan dé méo khong
tiép xuc duge vai lon (50 con). Két qua nghién ciru cho thdy ty 1§ huyét thanh duong tinh
véi Toxoplasma gondii & lgn dao déng tir 10 dén 63% va c6 sy khac nhau 15 rét giira cac
nhém lon. G nhém 1: ¢6 ty 1& duong tinh cao nhét (63%); & nhém 2: ty 1¢ duong tinh 1a
46%; G nhém 3: ty 1¢ duong tinh 13 10%. Két qua trén chi ra ring dan lon nghién ciru &
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tinh Thira Thién Hué c6 ty 1¢ nhiém Toxoplasma gondii kha cao, trung binh 38.66%,
nhimg noi méo ¢6 thé tiép xic vai lon d& dang thi ty 1¢ lon nhiém Toxoplasma gondii cao
hon. Két qua ndy ciing da chi rd méi lién quan quan trong gira méo va lon trong dich 1€
cta bénh do Toxoplasma gondii giy ra. Két qua trong nghién ctru nay cua ching ti
trong tur vai bao cdo cia mt s6 tac gia khac trén thé gisi.

4. Tinh méi, tinh sdng tao, hi¢u qué va kha niing 4p dyng cia cong trinh

Tinh méi cia cong trinh nghién ciru

- Nhom tac gia da img dung cong nghé sinh hoc - mot cong nghé moi, hién dai, tién
tién dé phuc vu san xudt va doi sdng. Cu thé da tmg dung ky thudt gene cloning vao trong
linh vy thu y: nghién ciru, san xudt khéng nguyén (i tb hop SAG2 la nguyén ligu quan
trong dé san xudt khang thé dic hiu va san xudt thanh cong que chan doan nhanh bénh
ky sinh trung do Toxoplasma gondii gay ra.

- San phém que chin doan nhanh bénh ky sinh tring Toxoplasma gondii dugc san xudt
dyra trén nguyén ly cia phuong phép sic ky mién dich, cho phép phat hién khang thé trong
huyét thanh va céc dich sinh hoc. Dy 1a mét phuong phép cho phép chin doan nhanh, ¢6
do nhay va tinh dac hiéu cao, chi phi chin doan thip, khong can sir dung thiét bi dt tién,
khéng can k¥ thuat vién c6 trinh d§ cao ma vin chin doan duogc va c6 thé chin doan ngay
& bat ky diéu kién nao, ké c'¢ ving sau, ving xa va trong diu kién & chudng trai.

- Nhom téc gia va ddng téc gia da nghién ciru san Xudt va sir dung que chin doan (san
phim cia dé tai) dé chén doan nhanh bénh do Toxoplasma gondii giy ra & lgn va méo
trén dia ban tinh Thira Thién Hué. Cac két qua nghién ciru trén dia ban Thira Thién Hué
d3 duoc xuét ban (Tap chi Khoa hoc Dai hoc Hué - s 66 nam 2009, tr 149-155) 1a co s&
thuc tién vé tinh hinh nhiém bénh ky sinh tring Toxoplasma gondii trén gia suc ¢ Thira
Thién Hué dé cac nha chuyén mén, cac nha quan ly, cic co quan c6 chirc ning c6 céc
chién lugc phii hop dé bao vé strc khoe cong déng va bao dam an toan vé sinh thuc phim.

Tinh sdng tao ciia cong trinh

- Nhom tac gia va ddng tac gia di img dung ky thuit gene cloning va tinh dic hiéu
cua khang nguyén va khang thé dé nghién ctru, san xut thanh cdng khang nguyén tai t
hop SAG2 va que chan doan bénh ky sinh tring Toxoplasma gondii phu hop véi didu
kién cu thé cia Viét Nam,

- Két qua cla cong trinh nghién ciru va sin phim que chén dodn nhanh bénh ky sinh
trung Toxoplasma gondii la két qua cua qua trinh lao dong sang tao, lau dai va nhirmg tran
tres dura khoa hoc va cong nghé, ddc biét 1a cong nghé cao vao phuc vy san xuét va bao vé
sirc khoe ngudi chan nudi va cong dong.
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Dé tai nghién ctru ¢6 tinh khoa hoc va tinh tmg dung cao, ddng thai két qua nghién
clru mé ra kha nang mai co tinh kha thi cao trong viéc (mg dung cong nghé cao nghién
clru san xut ra cac ché phdm sinh hoc phuc vu san xudt va doi sbng, gop phin ning cao
hiéu qua san xudt, bao vé stc khoe ngudi va vat nudi phi hop voi diéu kién cu thé cia
Viét Nam.

Hi¢u qud ciia cong trinh nghién cieu

Hiéu qua kinh 1é

- Véi két qua nghién ciru cia dé tai cho phép chiing ta c6 thé chu dong trong viée san
xuat que chin doan nhanh bénh ky sinh tring Toxoplasma gondii thay thé hang nhap
ngoai gia thanh cao.

- Két qua nghién ciru cia cong trinh néu duge ap dung rong rai vao san xudt va doi
séng s& gop phan giam chi phi cho viéc chdn dodn bénh ky sinh trung Toxoplasma gondii
(vi sin phim san xudt ra c6 gia thanh thip), gép phn nang cao hiéu qua kinh té.

- Viéc sir dung que chin doén cho phép chdn doan nhanh, chu dong trong viée phong
va tri bénh cho ngudi va gia stc s& han ché anh huong cua bénh 1én dan gia sic gitp
giam thiéu thiét hai vé kinh té, va dic biét la dong gop vao viéc bao dam an toan vé sinh
thuc phim va bao vé sire khoe cho cong dong.

Hiéu qua ky thudt

Nghién ciru san xudt thanh cong que chin doan nhanh bénh ky sinh tring
Toxoplasma gondii dua trén co s& ung dung cong nghé cao [ky thuat tao dong (gene
cloning), k¥ thudt san xudt khang nguyén tai tb hop (cng nghé protein) va nguyén ly cia
phuwong phép sic ky mién dich da khing dinh sy lam cha vé cong nghé ctia nhém cén bd
nghién ciru va ndng cao kha ning nghién ctu san xudt cac KIT chén doan va ché phiam
sinh hoc phuc vu san xudt va doi séng.

- Phuong phép chén doan bénh ky sinh trang Toxoplasma gondii bing que chin doan
¢6 nhiéu wu thé hon cac phuong phép truée ddy. Ching han, phuong phap ELISA va
phuong phap PCR, thuong mét nhiéu thoi gian, cong stc, bit budc phai c6 thiét bi
chuyén dung mdi c6 thé thuc hién dugc nén chi tién hanh duoc trong diéu kién phong thi
nghiém, trong khi d6 ding que chin doan cho phép chdn doan nhanh, c6 dd nhay va tinh
dac hiéu cao, it tbn kém, khong cAn sir dung thiét bi dat tién, khong cin ky thut vién
trinh d6 cao ma vin co thé chdn doan chinh xdc bénh & trong hoac ngoai phong thi
nghiém, ¢ viing sau ving xa va thdm chi & trong chudng trai.

Hiéu qua xa hgi

- Sir dung que chén doan nhanh bénh ky sinh tring Toxoplasma gondii gitip viéc chin
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doan bénh tré nén nhanh, don gian, tiét kiém va chinh xéc, giam ap luc cho céc k¥ thuat
vién, bic s3.

- Véi san pham que chén dodn nhanh bénh ky sinh trung Toxoplasma gondii cho phép
chu dng va tang cudng kha nang chan doan bénh, dam bao an toan v¢ sinh thuc phém.

- D¢ tai di tao didu ki¢n cho hoc vién cao hoc, sinh vién thyc tap tét nghiép chuyén
nganh chan nudi thu y va thit y cia Khoa Chan nuéi Tha y, Trudng Dai hoc Nong Lam,
Dai hoc Hué tham gia, vi vay da phuc vy dic Iy va cé hiéu qua cho viée dao tao.

Khd nang dp dung

- Quy trinh san xudt que chan doan nhanh bénh Ky sinh trung Toxoplasma gondii (san
phim cia cong trinh) c6 thé duge chuyén giao cho cic doanh nghiép khoa hoc dé san
xudt que chin doan nhanh bénh ky sinh tring Toxoplasma gondii. V6i quy trinh nay c6
thé sir dung céc nguyén vt li¢u, hoa chat sin c6 hodic ¢ thé mua dugc trén thi truong va
dé dang san xudt thanh cong san phim que chin doan c6 do nhay va tinh dac higu cao véi
gia thanh thip hon nhiéu so véi san phim ciing loai nhap khau.

- Que chin doan nhanh bénh Ky sinh tring Toxoplasma gondii (san pham cia cong
trinh) ¢6 thé duoc sir dung rong rdi o tinh Thira Thién Hué va cic dia phuong trong toan
qudc dé chan doan nhanh bénh ky sinh trang Toxoplasma gondii. Trong thuc té dé tai da
sit dung dé danh gia tinh hinh nhiém bénh ky sinh tring Toxoplasma gondii & trén dan
lon va méo nudi & tinh Thira Thién Hué va dua ra cac khuyén cdo cho dia phuong.

PGS.TS. Dinh Thi Bich Lan
(Dai dién céc tac gia va dong tac gia)
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